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Der Konsum von Tabak gehört in der heutigen Zeit mit zu den größten 
gesundheitsschädigenden Faktoren. Weltweit rauchen ca. eine Milliarde Menschen. 
Davon fallen 31% auf die europäische Region (Mendis S, 2011). 16% aller Todesfälle bei 
über 30-jährigen dort sind auf den Tabakkonsum zurückzuführen. Dies liegt über dem 
globalen Durchschnitt, der 12% beträgt. Jährlich sterben ca. sechs Millionen Menschen 
weltweit an den Folgen von regelmäßigem Tabakkonsum oder Passivrauchen, mehr als 
an Malaria, Tuberkulose und HIV/AIDS zusammen (Galea G, 2014). Dabei hat sich 
erwiesen, dass Nicotin als einer von über 4000 bekannten Inhaltsstoffen von Tabak und 
Tabakprodukten mit ursächlich ist und entwickelte sich dadurch zum 
Forschungsschwerpunkt. 
Zu den häufigsten Todesursachen weltweit gehören darüber hinaus die Bildung maligner 
Neoplasien. Auch hier nimmt der Tabakkonsum als Risikofaktor eine Spitzenposition ein. 
Im Jahr 2008 verursachte dieser 22% aller Krebs-Todesfälle, wobei es sich bei 71% um 
Lungenkrebs handelte (International Agency for Research on Cancer and Cancer 
Research, 2014). Bei Betrachtung der negativen Auswirkungen von Tabakkonsum dürfen 
die kardiovaskulären Erkrankungen ebenfalls nicht außer Acht gelassen werden. Auch 
hier spielt bei der Pathogenese der Erkrankung der Tabakkonsum als Risikofaktor eine 
führende Rolle. Über 17 Millionen Menschen starben 2008 an einer kardiovaskulären 
Erkrankung, ca. drei Millionen vor dem 60. Lebensjahr.  
Der ursächlich pathologische Mechanismus für die Entstehung von kardio- und 
cerebrovaskulären Erkrankungen, aber auch der peripheren arteriellen 
Verschlusskrankheit (pAVK), ist die Atherosklerose (Mendis S, 2011). 
Beide Haupttodesursachen in den westlichen Industrienationen, die malignen 
Neubildungen sowie die kardio- und zerebrovaskulären Erkrankungen, sind bezüglich 
ihrer Pathogenese eng mit der Angiogenese verknüpft (Carmeliet P, 2000). Jedoch ist 
der außerordentlich komplexe physiologische Mechanismus der Gefäßentstehung mit 
allen beteiligten Faktoren, Transmittern und Rezeptoren bis heute nicht in allen 
Einzelheiten verstanden. Je weiter die Entschlüsselung fortschreitet, desto gezielter 
können Wirkstoffe zur Beeinflussung dieser Prozesse erprobt und mit den Ergebnissen 
neue Therapieansätze gewonnen werden. Mehrere Arbeiten in der Vergangenheit haben 
gezeigt, dass Nicotin als nicht-physiologischer Ligand Einfluss auf die Angiogenese 
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nimmt. Vor diesem Hintergrund und aufgrund der Tatsache, dass die nicotinergen 
Acetylcholinrezeptoren (nAChR) physiologischerweise von Acetylcholin aktiviert werden, 
widmet sich die nachfolgende Untersuchung zwei Fragen: Verfügen humane 
Endothelzellen über ein autokrines cholinerges System? Beeinflusst der endogene 





Als Angiogenese wird der Prozess der Entstehung von Kapillaren und Blutgefäßen in 
Säugetieren beschrieben. Die Angiogenese ist eine der Grundvoraussetzungen für das 
physiologische Wachstum des menschlichen Organismus. Auch Wundheilung oder 
Reproduktion ist auf die physiologische Angiogenese angewiesen.  
Gefäßentstehung beginnt mit der Vaskulogenese als Vorstufe der Angiogenese (Azimi-
Nezhad M, 2014). Während der Embryogenese vollzieht sich durch Ausbildung von 
Endothelzellen aus Vorgängerzellen, den Angioblasten, die Ausbildung eines 
Gefäßlabyrinths (Risau W, 1997). Diese Angioblasten entwickeln sich aus dem mittleren 
Keimblatt, dem Mesoderm, und fügen sich unter dem Einfluss von diversen 
Wachstumsfaktoren, unter anderem dem Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), zu 
einem primordialen Gefäßsystem zusammen (Flamme I, 1997).  
Die Angiogenese beschreibt den nachfolgenden Entwicklungsschritt. Dabei 
unterscheidet man eine keimende („Sprossung“) von einer nicht-keimenden Angiogenese 
bzw. Intussuszeption. Bei zuerst Genannter sorgt der proteolytische Abbau 
extrazellulärer Matrix mit begleitender Chemotaxis für weitere Endothelzell-Migration, 
Formung und letztlich Neubildung von Gefäßlumina und Ausreifung eines Gefäßsystems 
(Risau W, 1997). Bei der sogenannten Intussuszeption wölben sich schon bestehende 
Kapillarwände vor und schaffen so eine neue Kontaktzone zwischen den Endothelzellen. 
Dies wiederum induziert eine Re-Organisation der interzellulären Verbindungen. Dabei 
bildet sich eine sogenannte interstitielle Säule aus, begleitet durch wachsendes Kollagen, 
welches unter anderem durch einwandernde Fibroblasten gebildet wird. Durch die 
zusätzliche epitheliale Schicht erfolgt die Spaltung eines Gefäßes in zwei und somit 
entsteht ein neues Lumen (Kurz H, 2003). Diese Entwicklung wird durch pro- und 
antiangiogene Moleküle und Faktoren gesteuert und kontrolliert (Carmeliet P, 2000). Eine 
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wichtige Rolle im Rahmen der Angiogenese spielt der oben schon erwähnte Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF). Dieser ist ein mitogenes Cytokin, welcher 
Angiogenese, Lymphangiogenese aber auch die vaskuläre Permeabilität beeinflusst und 
von zahlreichen Zelltypen produziert werden kann (Azimi-Nezhad M, 2014).  
Was die Verwendung der Begriffe angeht, hat sich Vaskulogenese für die embryonale 
Entwicklung des Gefäßsystems etabliert, während bei adulten Organismen von 
Angiogenese gesprochen wird. Lange ging man davon aus, dass die Vaskulogenese, 
also die Entwicklung eines Gefäßsystems aus embryonalen Stammzellen, der 
Morphogenese während der Embryonalperiode vorbehalten ist. Die Entwicklung neuer 
Gefäße im adulten Organismus wurde auf die sogenannte „Sprossung“ bzw. 
Intussuszeption zurückgeführt. Neuere Studien haben ergeben, dass die Vaskulogenese 
aus Progenitorzellen auch in adulten Organismen stattfindet. Sie lässt sich während 
Wundheilung, bei Tumorwachstum, bei Korneaverletzungen oder auch in ischämischem 
Gewebe beobachten. Diese sogenannten Progenitorzellen, welche nach heutigem 
Verständnis aus hämapoetischen Stammzellen entstehen, sind in nahezu allen 
Entwicklungsstadien, von Angioblasten bis zur ausgereiften Endothelzelle zu finden 
(Kaessmeyer S, 2009). 
Von der physiologischen Gefäßentstehung muss die pathologische Angiogenese 
unterschieden werden (Carmeliet P, 2000). Ein Zusammenhang zwischen Angiogenese 
und Tumorwachstum wurde schon vor über 100 Jahren beobachtet (Goldmann E, 1908). 
1971 wurde diese Kausalität von Folkmann als möglicher Angriffspunkt für eine 
wachstumshemmende Tumortherapie beschrieben (Folkmann J, 1971). Die Auslöser der 
pathologischen Angiogenese können vielfältig sein. Metabolischer Stress in Form einer 
Erniedrigung des Sauerstoffpartialdrucks, ein erniedrigter pH-Wert oder Hypoglykämien, 
aber auch mechanischer Stress wie ein erhöhter Druck durch proliferierende Zellen oder 
eine immunologische Reaktion spielen eine Rolle (Kerbel RS, 2000, Carmeliet P, 2000). 
Genetische Mutationen oder die Ausschaltung von Tumorsuppressorgenen können 
ebenfalls ursächlich sein (Kerbel RS, 2000, Carmeliet P, 2000). Allgemein anerkannt ist 
die Annahme, dass ein sogenannter „angiogenic switch“ bzw. die Imbalance aus pro- und 
anti-angiogenen Faktoren pathologische Angiogenese auslösen kann (Hanahan D, 2000, 
Carmeliet P, 2000). Zudem wird angenommen, dass Tumorzellen, Endothelzellen aber 
auch Stromazellen oder extrazelluläre Matrix pro- und antiangiogene Faktoren 






Bei Säugetieren wie auch im menschlichen Organismus gehört das kardiovaskuläre 
System zu den ersten Entwicklungen innerhalb der Organogenese, denn die Entwicklung 
und das Wachstum des Embryos sind abhängig von der Verteilung von Sauerstoff, 
Nährstoffen und Botenstoffen, aber auch vom Abtransport der Stoffwechselprodukte. Die 
Entwicklung des kardiovaskulären Systems beginnt mit der Ausbildung des Mesoderms, 
dem mittleren der drei Keimblätter, während der Gastrulation. 
Sogenannte Blutinseln im Dottersack sind die erste primitive Form eines Gefäßsystems. 
Aus ihnen entstehen unter anderem die Vorläuferzellen des Endothels, die Angioblasten, 
welche zunächst ein plexusartiges System ausbilden, aus dem später ein funktionelles 
Gefäßsystem mit zusätzlicher Differenzierung der Nachbarzellen entsteht (Risau W, 
1995). Das Endothel bildet eine einschichtige Barriere zwischen dem Gefäßlumen und 
seinem Inhalt sowie dem Extravasalraum. Es kleidet das gesamte Gefäßsystem aus. Die 
physiologische Funktion des Endothels ist essentiell für die Gefäßgesundheit. Dabei 
verhält sich die Zellschicht wie eine selektiv permeable Membran, welche ebenso mit 
dem intravaskulären Kompartiment interagiert, wie auch mit den weiteren 
Zellbestandteilen der Gefäßwand. Zudem übt das Endothel die essentielle Funktion als 
nicht-thrombogene Auskleidung der Gefäßwand aus. Endothelzellen sind länglich, flach 
und orientieren sich an der Längsachse des Gefäßes. Eine durchschnittliche 
Endothelzelle ist ca. 20-40 µm lang, ca. 10-15 µm breit und nur 0.1-0.5 µm dick. Trotz 
der starken Homogenität im Aufbau weisen Endothelzellen in ihrer Funktion und Reaktion 
auf exo- und endogene Einflüsse lokale Unterschiede auf (Cahill PA, 2016). Eine der 
Hauptaufgaben des Endothels ist die Aufrechterhaltung der Barriere zwischen den 
verschiedenen Kompartimenten. Dabei verfügt die Zellschicht über diverse Transport- 
und Kommunikationsmöglichkeiten, um den Austausch zwischen dem intra- und 
extravasalen Kompartiment zu gewährleisten. Sogenannte Tight Junctions, apikal und 
interzellular gelegene Zellkontaktzonen, stellen einen festen Bestandteil dieser 
Barrierefunktion dar. Wasserlösliche Substanzen, die größer als zwei Nanometer sind, 
können diese nicht überwinden. Größere Moleküle können aber über sogenannte 
„Breaks“ in den Tight Junctions, welche sich bis zu 20 nm weit öffnen können, die Barriere 
passieren. Zudem ist ein wichtiger Mechanismus der Endothelzellen die endozytotische 
Aufnahme von Makromolekülen und der Weitertransport mittels Vesikeln (Tarbell JM, 
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2010). Eine weitere wichtige Rolle als Teil der Barrierefunktion aber auch im Rahmen der 
Kommunikation zwischen den verschiedenen Kompartimenten spielt die Glycokalix, 
bestehend aus membrangebundenen Molekülen, Proteoglykanen, Hyaloron und vielen 
weiteren Bestandteilen, welche sich auf der extrazellulären Seite der Zellen befindet 
(Weinbaum S, 2007). Sie agiert wie ein molekulares Sieb und dient zudem als 
Gleitschicht für die zellulären Bestandteile intraluminal. Theoretische Modelle gehen 
davon aus, dass zudem die Fließgeschwindigkeit durch die Glycokalix beeinflusst wird. 
Des Weiteren ist sie Bestandteil des onkotischen Mechanismus, welcher den 
transkapillaren Flüssigkeitsaustausch mit steuert, und ist zudem an der Initiierung der 
inflammatorischen Kaskade beteiligt (Weinbaum S, 2007). Bezüglich der Permeabilität 
der Endothelschicht ist unter anderem der schon erwähnte Vascular Endothelial Growth 
Factor (VEGF) involviert, welcher ansonsten als Mitogen innerhalb der Angiogenese 
agiert (Ashina K, 2015). VEGF kann von zahlreichen Zelltypen, auch Tumorzellen, 
produziert werden. Er steigert die physiologische Angiogenese während Wund- oder 
Knochenheilung aber auch pathologisch während Tumorentstehung und –Wachstum, bei 
diabetischer Retinopathie und bei entzündlichen Erkrankungen (Hoeben A, 2004). 
Ein weiterer Mechanismus, welcher die Endothelzellen untereinander verbindet, sind 
sogenannte Gap Junctions. Sie dienen unter anderem als interzelluläre 
Transportmöglichkeit, aber auch als Kommunikationsmittel. So gewährleisten sie den 
interzellulären Transport von Ionen sowie Molekülen bis zu einem Gewicht von 1000 Da. 
Es handelt sich dabei um interzellulär liegende Verbindungen, welche durch sogenannte 
Halbkanäle, den Connexonen, gebildet werden. Jedes Connexon besteht aus sechs 
Untereinheiten, den Connexinen. Sie werden abhängig vom Gewebetyp exprimiert. 
Insgesamt sind bislang 21 verschiedene Isoformen bekannt (Van Rijen H, 1997). 
Zahlreiche Forschungsarbeiten belegen mittlerweile, dass Gap Junctions nicht nur an der 
Zellkommunikation beteiligt sind, sondern auch Zellregulation und –Wachstum 
beeinflussen. So konnte unter anderem gezeigt werden, dass die Connexine Cx43 und 







1.3 Das non-neuronale cholinerge System 
 
Aus zahlreichen Forschungsprojekten und Publikationen ist bekannt, dass ein 
cholinerges System nicht nur dem Nervensystem vorbehalten ist. Nahezu jede Zelle des 
menschlichen Körpers ist in der Lage Acetylcholin zu produzieren und abzubauen 
(Wessler I, 2008). Selbst in primitiven Zellformen wie Algen, Protozoen und Bakterien 
lässt sich ein non-neuronales cholinerges System nachweisen, was darauf schließen 
lässt, dass es der Entwicklung des komplexen Nervensystems in Säugetieren 
vorangegangen sein muss (Wessler I, 1999).  
Das Molekül Acetylcholin und sein entsprechendes synthetisierendes Enzym, die Cholin-
Acetyltransferase, findet sich im humanen Organismus unter anderem in Epithelzellen 
des Respirationstraktes, des Urogenitaltraktes und der Epidermis. Es lässt sich auch im 
Mesothel, in Immunzellen wie Monozyten, Granulozyten oder Mastzellen und natürlich 
auch in Endothelzellen nachweisen (vgl. Kapitel 4.1, Seiten 36 und 37). Des Weiteren 
konnte gezeigt werden, dass Acetylcholin mit seinen Rezeptoren unabhängig von seiner 
neuronalen Funktion als klassischer Neurotransmitter in grundlegende Funktionen wie 
Zellproliferation und -differenzierung, Aufbau des Cytoskeletts oder Freisetzung lokaler 
Mediatoren, wie NO oder Cytokine involviert ist (Wessler I, 2003). Dies wiederum 
bedeutet, dass eine Dysregulation dieses non-neuronalen cholinergen Systems zu 
diversen Pathologien führen kann. Der Hauptbestandteil unserer Haut, die Keratinozyten, 
sind in der Lage, große Mengen an Acetylcholin zu synthetisieren aber auch abzubauen 
(Grando SA, 1993). Bei der atopischen Dermatitis finden sich unter anderem stark 
erhöhte Level von Acetylcholin in den Zellen (Wessler I, 2003), ein Hinweis darauf, dass 
das non-neuronale System an der Pathogenese der atopischen Dermatitis beteiligt ist. 
Auch an der Entstehung von obstruktiven Lungenerkrankungen wie Asthma bronchiale 
oder der COPD konnte eine Beteiligung des non-neuronalen Systems nachgewiesen 
werden. So konnte gezeigt werden, dass bei einem vermehrten Abbau von Acetylcholin 
durch die Cholinesterase die Transformation der Fibroblasten in Myofibroblasten, die 
letztendlich zur peribronchialen Fibrose führt, umgekehrt wird (Milara J, 2013). Auch 
andere Arbeiten zeigten einen autokrinen cholinergen Effekt im Respirationstrakt 
(Wessler I, 1995) und stützen damit die These über das Vorhandensein eines non-
neuronalen cholinergen Systems. 
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Auch dem Alkaloid Nicotin als Co-Transmitter des nicotinergen Acetylcholinrezeptors 
(nAChR), welches somit indirekt am non-neuronalen cholinergen System beteiligt ist, 
konnte eine pathophysiologische Rolle zugeordnet werden. Ca. 80-90 % aller 
Krebserkrankungen durch Lungenkarzinome werden in Zusammenhang mit dem 
Rauchen von Tabak gebracht (The United States Surgeon General’s Report, 2004). 
Nicotin fördert unter anderem die Proliferation von Tumorzellen, beeinflusst aber auch 
die Angiogenese in Tumoren über nicotinerge Acetylcholinrezeptoren (nAChR) (Singh S, 
2011). Die Beeinflussung der Angiogenese bestätigt sich auch in einem in vitro-Modell 
mit humanen Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC), welche mit Nicotin 
behandelt wurden (Gaertner C, 2012). Dabei verläuft der Einfluss auf die Angiogenese 
durch Nicotin hauptsächlich über die α7-Untereinheit des nACh-Rezeptors (Heeschen C, 
2002). Die Signalkaskade verläuft dabei unabhängig vom Vascular Endothelial Growth 
Factor (VEGF), welcher sonst hauptsächlich Angiogenese steuert und beeinflusst. 
Wie schon erwähnt, gehören zu den Haupttodesursachen in den westlichen 
Industrieländern nach wir vor die kardiovaskulären Erkrankungen. Als ursächlich für 
Myokardinfarkte, Schlaganfälle sowie die periphere arterielle Verschlusskrankheit wird 
die Atherosklerose angesehen. Der Einfluss von Nicotin fördert über eine pathologische 
Angiogenese nicht nur die Proliferation von Tumorzellen, sondern auch die Entstehung 
von Atherosklerose (Heeschen C, 2001). 
Das non-neuronale cholinerge System ist jedoch nicht nur in pathogenetische 
Zellvorgänge involviert. So konnte an einem Rattenmodell gezeigt werden, dass der M3-
Subtyp der muscarinergen Acetylcholinrezeptoren (mAChR) einen kardioprotektiven 
Einfluss auf die ischämischen Herzerkrankungen ausübt (Zhenyu P, 2012). 
Zusammenfassend lässt sich konstatieren, dass das non-neuronale cholinerge System 
in zahlreichen Gewebearten und Organsystemen vertreten ist und über autokrine sowie 
parakrine Funktionen wirkt. Die Dysregulation des Systems fördert die Pathogenese 










Tabellarischer Auszug zum Vorkommen des non-neuronalen cholinergen Systems und 
zur pathophysiologischen Bedeutung (Wessler I, 2003, Beckmann J, 2013). 
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Tabelle 1: Auszug des Vorkommens des non-neuronalen cholinergen Systems in 











Das Molekül Acetylcholin gehörte zu den ersten Neurotransmittern, welche überhaupt 
entdeckt wurden. Henry Dale demonstrierte schon 1914, dass die Ester des Cholin einen 
physiologischen Effekt haben, indem sie über muscarinerge und nicotinerge Rezeptoren 
wirken. Ergänzend dazu entdeckte Otto Loewie 1921 durch seine Versuche der 
Vagusstimulation an Froschherzen, dass diese auf der Freisetzung einer chemischen 
Substanz beruht. Sie wurde später als Acetylcholin identifiziert. Dale und Loewi erhielten 
für ihre Entdeckungen 1936 den Nobelpreis für Medizin (von Bohlen und Halbach O, 
2006). 
Acetylcholin wird durch die Cholin-Acetyltransferase (ChAT) aus Cholin sowie Acetyl-
Coenzym-A in der Zelle synthetisiert. Cholin, ein semiessentieller Nährstoff, findet sich in 
Lebensmitteln wie Eiern und Gemüsesorten, kann jedoch auch in der Leber durch 
Methylierung synthetisiert werden. Acetyl-Coenzym A als Coenzym wiederum wird durch 
Decarboxylierung aus Pyrovat oder auch im Rahmen des Fettsäureabbaus durch β-
Oxidation gebildet (Webster RA, 2001).  
Acetylcholin ist nicht nur im zentralen und peripheren Nervensystem zu finden, sondern 
auch in zahlreichen non-neuronalen pflanzlichen, tierischen und menschlichen Zellarten 
verbreitet. Über die Lagerung und Freisetzung des Moleküls als autokrinen oder 
parakrinen Botenstoff ist wenig bekannt. Vermutlich wird Acetylcholin in non-neuronalen 
Zellen nicht wie als klassischer Neurotransmitter in Vesikeln gelagert, sondern liegt 
cytosolisch gelöst oder gebunden an Ribosomen vor. Auch die Freisetzung ist noch nicht 
abschließend geklärt. Hier wird unter anderem vermutet, das Acetylcholin über 
Ionentransporter freigesetzt wird oder mittels vesikulären Transportern die Zelle verlässt 
(Wessler I, 1998). Durch den raschen hydrolytischen Abbau des Acetylcholins durch die 
Acetylcholinesterase, ergibt sich eine extrem kurze Halbwertzeit und somit Wirkung des 
Moleküls an seinen entsprechenden Rezeptoren im Vergleich zum Nicotin, dessen 
Halbwertzeit bis zu 2 h betragen kann. Auf die Aufgabe als Neurotransmitter bezogen 
wirkt Acetylcholin nicht nur an der motorischen Endplatte, sondern auch im vegetativen 
Nervensystem, bei der Steuerung des kardiovaskulären Systems, des 
Respirationstraktes oder des Gastrointestinaltraktes sowie im zentralen Nervensystem, 
z.B. bei der Ausbildung des Gedächtnisses. Die Fähigkeit non-neuronaler Zellen, welche 
ebenfalls cholinerge Rezeptoren exprimieren, Acetylcholin zu synthetisieren, abzubauen 
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und neu zu bilden ist schon länger bekannt. Sie wurde in sämtlichen Geweben in 
Säugetieren und im humanen Organismus nachgewiesen (Sastry BV, 1978).  
 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der Acetylcholinsynthese 
Die Cholin-Acetyltransferase (ChAT) katalysiert die Acetylierung des Cholins, indem sie 
das Proton gegen die Acetylgruppe des Acetyl-CoA austauscht. Die Acetylcholinesterase 
wiederum hydrolisiert Acetylcholin zu Cholin und Essigsäure. Das Cholin wird mittels 
Cholin-Transporter erneut in die Zelle aufgenommen. 
 
 
1.3.2 Cholin-Acetyltransferase (ChAT) 
 
Das Enzym Cholin-Acetyltransferase (ChAT) ist in neuronalen wie in non-neuronalen 
Zellen für die Synthese von Acetylcholin verantwortlich, indem es die Übertragung einer 
Acetylgruppe von dem Molekül Acetyl-Coenzym A auf Cholin katalysiert.  
Für die Bildung wird lediglich ein Syntheseschritt benötigt, im Unterschied z.B. zu der 
Synthese der Neurotransmitter Adrenalin und Noradrenalin (Oda Y, 1999). Der 
limitierende Schritt in der Katalyse ist nicht die Cholin-Acetyltransferase selbst sondern 
die Bereitstellung des Cholins in der Zelle.  
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Im humanen Organismus werden in neuronalen Zellen zwei verschiedene Formen der 
Cholin-Acetyltransferase (ChAT) mit einer Masse von 82 kDa und 69 kDa exprimiert. Sie 
unterscheiden sich unter anderem in einer Verlängerung der Aminosäuresequenz am N-
Terminus des 82 kDa-Moleküls sowie durch ihre Lokalisation. So dient die verlängerte 
Aminosäuresequenz gleichzeitig als Signal für das Enzym, im Zell-Nukleus lokalisiert zu 
verbleiben (Resendes MC, 1999). Die in Zellen hauptsächlich vorkommende Isoform ist 
das 69 kDa-Molekül, welches zum größten Teil cytosolisch vorliegt. Die verschiedenen 
Isoformen und Lokalisationen des Enzyms beeinflussen unter anderem die Transkription 
spezifischer Zielgene, z.B. die des Cholin-Transporters, der für den Re-Uptake des 
Cholins aus dem synaptischen Spalt in das Cytoplasma zuständig ist (Matsuo A, 2011). 
Auch in non-neuronalen Zellen konnte das Enzym Cholin-Acetyltransferase unter 
anderem im Cytosol, den Mitochondrien und dem Zellnukleus nachgewiesen werden, so 
dass davon ausgegangen werden darf, dass non-neuronales Acetylcholin in 
verschiedene Prozesse wie Gen-Expression, Zell-Differenzierung oder Organisation des 





Bei dem Protein Acetylcholinesterase handelt es sich um ein hydrolytisches Enzym aus 
der Gruppe der Cholinesterasen, welches Acetylcholin abbaut. 
Dabei ist nur ein Molekül notwendig, um ca. 10 000 Moleküle Acetylcholin pro Sekunde 
zu spalten. Die Wirkdauer des Acetylcholins an seinen Rezeptoren ist dabei nur kurz 
(Webster RA, 2001). 
Erstmalig isoliert und in zahlreichen weiteren Forschungsarbeiten verwendet, wurde das 
Enzym aus dem elektrischen Organ des Aals und Zitterrochens, später aus den 
Skelettmuskeln von Säugetieren (Silman I, 1976). Die hohe Konzentration von 
Acetylcholinesterase, die phylogenetische Verwandtschaft des Elektroplax mit 
Muskelzellen und die relativ einfache Verfügbarkeit empfahlen die Verwendung des 
Gewebes in zahlreichen entsprechenden Versuchsanordnungen (Rosenberry TL, 1975). 
Bezogen auf neuronale Synapsen handelt es sich bei der Acetylcholinesterase um ein 
membrangebundenes Enzym, welches nach Wirkung des Acetylcholins an seinen 
entsprechenden Rezeptoren das Molekül sehr rasch hydrolisiert und damit die Dauer der 
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Acetylcholinwirkung limitiert. Das Enzym ist polymorph aufgebaut und besitzt globuläre 
katalytische Untereinheiten (Quinn MD, 1987). Es dient unter anderem bei der 
Behandlung von Erkrankungen, die mit einem Mangel von Acetylcholin einhergehen, 
als Angriffspunkt. So wird z.B. durch eine Hemmung der Acetylcholinesterase indirekt 
eine Erhöhung der Acetylcholinkonzentration induziert und dieser Effekt bei der 
Behandlung der Alzheimer-Demenz eingesetzt (Dvir H, 2010). Zudem haben sich 
Inhibitoren der Acteylcholinesterase wie Physiostigmin als wirksames Medikament bei 
der Behandlung der Myasthenia gravis erwiesen. Eines der stärksten Nervengifte, der 
Phosphorsäureester Sarin, wirkt ebenfalls als Inhibitor der Acetylcholinesterase, indem 
er durch eine Verlängerung der Acetylcholinwirkung zur Überaktivität des Nervensystems 
und dadurch zu Atemlähmung und Tod führt. 
 
 
1.4 Die cholinergen Rezeptoren 
 
Die Bezeichnung geht ebenfalls auf Henry Dale zurück. Er entdeckte 1914 zufällig, dass 
die muscarinergen Rezeptoren durch Muscarin aktiviert und durch Atropin blockiert 
werden können, während die nicotinergen Rezeptoren durch Nicotin aktiviert und durch 
das Pfeilgift Curare blockiert werden. Trotz ihres gemeinsamen Transmitters Acetylcholin 
weisen beide Rezeptortypen starke molekulare Unterschiede auf (Hulme EC, 1990). 
Beide Rezeptortypen sind ubiquitär im humanen Organismus bzw. in Säugetieren 
vertreten. 
 
1.4.1 Der muscarinerge Acetylcholin-Rezeptor (mAChR) 
 
Die muscarinergen Acetylcholinrezeptoren (mAChR) gehören zur Gruppe der 
sogenannten metabotropen, transmembranen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Bei 
dieser Rezeptorform wird über die Bindung eines Agonisten an den Rezeptor zunächst 
die Freisetzung von Guanosintriphosphat (GDP) katalysiert und dadurch eine 
Signalkaskade innerhalb der Zelle aktiviert (Hulme EC, 1990). Muscarinerge 
Acetylcholinrezeptoren (mAChR) finden sich in vielen Gewebearten, z.B. im zentralen 
Nervensystem, in der glatten Muskulatur, in Drüsen und Herzmuskelzellen (Caulfield M 
P, 1998). Man unterscheidet, abhängig von ihren pharmakologischen Eigenschaften und 
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ihrem Vorkommen in den verschiedenen Gewebearten, fünf verschiedene Rezeptortypen 
(M1-M5), die abhängig von ihrem G-Protein noch weiter unterteilt werden. So gehören der 
M1, der M3 und der M5-Rezeptor zur Gq/G11-Familie, während der M2- und der M4-
Rezeptor Gi/Go-G-Proteine aktiviert. Der M1, der M4 und der M5-Rezeptor findet sich 
hauptsächlich im zentralen Nervensystem, der M2 und der M3-Rezeptorsubtyp nicht nur 
dort, sondern in vielen weiteren peripheren Gewebearten. Dabei werden meist zwei oder 
mehr Rezeptorsubtypen von den Zellen exprimiert (Wess J, 2007). In Endothelzellen 
findet sich hauptsächlich der M3-Subtyp der muscarinergen Acetylcholinrezeptoren, 
welcher unter anderem die Freisetzung von NO und PGI2 steuert, worüber im 
kardiovaskulären System Vasodilatation und Vasokonstriktion reguliert werden (Dhein S, 
2001, Obi T, 1994, Ren LM, 1993). 
 
1.4.2 Der nicotinerge Acetylcholinrezeptor (nAChR) 
 
Die nicotinergen Acetylcholinrezeptoren (nAChR) sind nahezu in allen Gewebearten zu 
finden und wurden auch in Endothelzellen nachgewiesen (Macklin KD, 1998). Es handelt 
sich um eine Gruppe, welche zur Familie der ionotropen Neurotransmitter-Rezeptoren 
gehört. Sie sind Mitglieder in der Superfamilie der vier membranständigen, liganden-
gesteuerten Ionenkanäle. Zu ihr gehören ebenfalls der GABAA- und der GABAC-
Rezeptor, der Glycin-Rezeptor sowie der 5-HT3-Rezeptor (Tier V, 2001). Der nACh-
Rezeptor wurde erstmalig aus der motorischen Endplatte von Säugetieren sowie aus 
dem elektrischen Organ des Aals isoliert und als Glycoprotein in der Größe von ca. 290 
kDa identifiziert. Aus ihm lassen sich vier bzw. fünf Subtypen, entsprechend ihrem 
molekularen Gewicht, isolieren (α, β, γ, δ/ε). Bislang wurden neun unterschiedliche α-
Subtypen (α2-α10) und drei unterschiedliche β-Subtypen (β2-β4) beschrieben (McGhee 
DS, 1995). Diese bilden, abhängig vom Gewebetyp, homomere bzw. α-heteromere 
Rezeptoren aus den α7-, α9- oder α10-Untereinheiten (z.B. α7-nACh-Rezeptor) 
(Couturier S, 1990, Sgard F, 2002, Elgoyhen AB, 2001). Jedoch wurde auch schon ein 
gemeinsamer Aufbau der α7-Untereinheit mit der β2-Untereinheit beobachtet (Khiroug 
SS, 2002). Die α2-α6-Untereinheiten bilden hingegen gemeinsam mit den β-
Untereinheiten heteromere Rezeptorsubtypen (z.B. α4-/β2-nACh-Rezeptor). Der Isotyp 
des nicotinergen Acetylcholinrezeptors in Muskelzellen besteht aus α, β, γ, δ oder ε-
Untereinheiten, während in Neuronen nur zwei Isotypen des Rezeptors existieren, meist 
Einleitung 14 
 
bestehend aus einer α- und β-Untereinheit bzw. aus unterschiedlichen Kopien der 
gleichen α-Untereinheit (Conti-Tronconi B, 1994). Diese Charakteristik findet sich 
ebenfalls bei den non-neuronalen nicotinergen Acetylcholinrezeptoren (nAChR) in den 
verschiedensten Gewebearten (Conti-Fine BM, 2000). Die pharmakologische Sensitivität 
ist davon abhängig, ob es sich um einen homomeren oder heteromeren Rezeptor 
handelt. So zeigten Experimente, dass nur homomere nACh-Rezeptoren durch das 
Schlangengift α-Bungarotoxin blockiert werden können. Die heteromeren nACh-
Rezeptoren blieben unempfindlich (Tier V, 2001). Die verschiedenen Rezeptoren der 
membranständigen ligandengesteuerten Ionenkanäle unterscheiden sich stark in ihrer 
kationischen oder anionischen Permeabilität. Dabei ist der nACh-Rezeptor hauptsächlich 
selektiv für einwertige Kationen und Anionen (K+, Cl-), teilweise aber auch für zweiwertige 
Kationen (Ca2+) (Tier V, 2001). Die kationen-selektiven Poren in der motorischen 
Endplatte werden durch einen inneren Ring gebildet, der aus fünf α-Helices besteht und 
den Ionenkanal bildet, sowie durch einen außenliegenden Ring aus 15 α-Helices, der in 
der Lipidschicht der Zelle verankert ist (Miyazawa A, 2003). Geöffnet wird der Rezeptor 
durch die Bindung des Neurotransmitters Acetylcholin (Conti-Tronconi B, 1994). In 
humanen Endothelzellen (HUVEC) ist vornehmlich der α3, α4, α7, β2, und β4-Subtyp des 
nicotinergen Acetylcholinrezeptors (nACh-R) vertreten (Duerrschmidt N, 2012). In 
mehreren Arbeiten konnte bereits ein Einfluss des nicotinergen Acetylcholinrezeptors auf 






Die Angiogenese spielt eine essentielle physiologische Rolle bei Wachstum, Heilung und 
Reproduktion. Als pathologische Angiogenese ist sie unter anderem für Tumorwachstum 
sowie für kardio- und cerebrovaskuläre Erkrankungen verantwortlich. Über die Regulation 
der physiologischen Angiogenese ist wenig bekannt. 
In den vorangegangenen Arbeiten dieser Arbeitsgruppen (Duerrschmidt N, 2012, 
Gaertner C, 2012, Haussig S, 2008) wurden Effekte des nicht-physiologischen Liganden 
Nicotin auf Endothelzellen und Angiogenese beobachtet. Bislang ist jedoch nicht 
hinreichend erforscht, ob auch der physiologische Ligand Acetylcholin in diesem 
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Zusammenhang Wirkungen entfaltet. So knüpft hier, basierend auf schon vorhandene 
Forschungserkenntnisse die Fragestellung an: Sind humane Endothelzellen in der Lage, 
Acetylcholin zu produzieren, und nimmt der endogene Ligand Acetylcholin mittels 
autokrinem cholinergem System Einfluss auf Angiogenese? Welche cholinergen 








DAPI (4',6-Diamidine-2'-phenylindole-   Roche 
Dihydrochloride)     Mannheim, Deutschland 
 
DAKO Fluoreszent Mounting Medium  Sigma Aldrich 
Steinheim, Deutschland 
 
Dinatriumhydrogenphosphat   Merck 
Darmstadt, Deutschland 
 
Ethanol, reinst     Carl Roth GmbH und Co. AG 
       Karlsruhe, Deutschland 
 
Ethanol, vergällt     Carl Roth GmbH und Co. AG 
       Karlsruhe, Deutschland  
 
N-[2-Hydroxyethyl] piperazinyl-N´-2  Carl Roth GmbH und Co. AG 
ethansulfonsäure] (HEPES)   Karlsruhe, Deutschland 
 
Kaliumchlorid     Merck 
       Darmstadt, Deutschland 
 
Kaliumdihydrogenphosphat   Merck 
       Darmstadt, Deutschland 
 
Methanol      Carl Roth GmbH und Co. AG 
       Karlsruhe, Deutschland 
 
Natriumchlorid     Carl Roth GmbH und Co. AG 
       Karlsruhe, Deutschland 
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Triton-X-100      Sigma Aldrich 
       Steinheim, Deutschland 
 
2.2 Allgemeine Geräte 
 
A. dest Milli Q Academic System   Millipore 
       Billerica, USA 
 
Aqua TecGFL 1083 (Wasserbad)  Thermo Fisher Scientifics 
       Dreieich, Deutschland 
 
Autoklav Varioklav 25 T    H + P 
München, Deutschland 
 
Brutschrank BB16CU     Heraeus Instruments, 
Thermo Fisher Scientifics 
       Dreieich, Deutschland 
 
Eppendorfgefäße     Eppendorf Research 
       Hamburg, Deutschland  
 
Eppendorf Zentrifuge 5417R   Eppendorf- Netheler- Hinz- GmbH 
       Hamburg, Deutschland 
 
Falconröhrchen (15ml, 50ml)   Cellstar, Greiner bio-one GmbH 
       Frickenhausen, Deutschland  
 
Feinwaage      Sartorius AG 
       Göttingen, Deutschland 
 
Fluoreszenzfiltersets (09 und 15)   Carl Zeiss Jena GmbH 




Fluoreszenzlampe NAG für HBO50   Carl Zeiss Jena GmbH 
       Jena, Deutschland 
 
Fluoreszenzlampe ebq 100 für HBO100  Carl Zeiss Jena GmbH 
       Jena, Deutschland 
 
Kamera AxioCam MRc5     Carl Zeiss Jena GmbH 
       Jena, Deutschland 
 
Liebherr Premium (4°C)    Bosch 
       Stuttgart, Deutschland 
 
Megafuge 1.0 R     Heraeus Instruments 
       Thermo Fisher Scientifics 
       Dreieich, Deutschland 
 
Mikroskop Axiovert 25    Carl Zeiss Jena GmbH 
       Jena, Deutschland 
 
Mikroskop Axioplan 2    Carl Zeiss Jena GmbH 
       Jena, Deutschland 
 
Mini spin plus Zentrifuge    Eppendorf Research 
       Hamburg, Deutschland 
 
National Lab Profi Frost (-20°C)   National Lab GmbH 
      Mölln, Deutschland 
 
pH-Meter      InoLab  
Weilheim, Deutschland 
 
Pipetten      Eppendorf Research 




Pipetten (5ml, 10ml, 25ml)    Cellstar, Greiner bio-one GmbH 
       Frickenhausen, Deutschland  
 
Rotamax 120     Heidolph, Schütt Labortechnik 
       Göttingen, Deutschland 
 
Rührer      Faust Laborbedarf Ag   
       Schaffhausen, Deutschland 
 
Sparkfree Laboratory Freezer (-20°C)  Thermo Fisher Scientifics 
      Dreieich, Deutschland 
 
Sparkfree Laboratory Refrigator (4°C)  Thermo Fisher Scientifics 
      Dreieich, Deutschland 
 
Sterilbank HeraSafe HS 15   Heraeus Instruments, 
       Thermo Fisher Scientifics 
       Dreieich, Deutschland 
 
Varioklav, Dampfsterilisator   Thermo Fisher Scientifics 
       Dreieich, Deutschland 
 
Vortex Mixer neoLab 7-2020   neoLab Migge Laborbedarf-  
Vertriebs GmbH 
  Heidelberg, Deutschland 
 
Waage      FAUST Laborbedarf AG 
       Schaffhausen, Deutschland 
 
906-86 CULT Freezer (-80°C)   Thermo Fisher Scientifics 






Klemmen      Fine Science Tools 
       Heidelberg, Deutschland 
  
Schere      Fine Science Tools 
      Heidelberg, Deutschland 
      
Knopfkanülen mit Schlauchansatz  Glasbläserei Kind 




Bovines Serum-Albumin (BSA)   Sigma Aldrich 
Steinheim, Deutschland 
 
Kollagenase Type IV    Biochrom 
       Berlin, Deutschland 
 
Deckgläschen 15 x 15mm    Heinz Herenz  
Hamburg, Deutschland 
 
Endothelial Cell Growth Supplement   c.c.pro 
    Neustadt, Deutschland 
 
Fetales Kälberserum (FKS)   GIBCO Life Technologies, Invitrogen 
       Karlsruhe, Deutschland 
 
Gelatine Type A      Sigma Aldrich    
       Steinheim, Deutschland 
 
Heparin-Natrium 25000    Ratiopharm 




M199 mit Earle’s Salzen    Biowhittaker 
und L-Glutamin sowie HEPES   Lonza, Belgien 
 
Penicillin und Streptomycin   Sigma Aldrich 
       Steinheim, Deutschland 
 
Sterifilter BD Discardit    TPP AG 
       Trasadingen, Schweiz 
 
Spritzen (2, 5, 10 und 20ml)    BD 
BD Discardit II     Franklin Lakes, USA 
 
Trypsin      Sigma Aldrich, 
       Steinheim, Deutschland 
 





Deckglas, 18 x 18 mm    Heinz Herenz 
       Hamburg, Deutschland 
 
Neubauer Zählkammer    Neubauer 
       Marienfeld, Deutschland 
 
Trypan Blue Stain 0,4%    GIBCO Life Technologies, Invitrogen 
       Karlsruhe, Deutschland 
 




2.6 Behandlung der Zellen 
 
Atropin      Sigma-Aldrich 
Steinheim, Deutschland 
 
α-Bungarotoxin     Tocris 
Wiesbaden, Deutschland 
 
Dihydro-β-Erythroidin    Tocris 
Wiesbaden, Deutschland 
 
Eserin-Hemisulfat      Sigma-Aldrich 
Steinheim, Deutschland 
 
Hemicholinium-3     Sigma-Aldrich 
Steinheim, Deutschland 
 
Lobelin-Hydrochlorid    Sigma-Aldrich 
Steinheim, Deutschland 
 
Mecamylamin     Sigma-Aldrich  
Steinheim, Deutschland 
 





2.7 In vitro Angiogenesis Assay, Matrigel (3D-Zellkultur)  
 
Hoechst 33258     Invitrogen  




In vitro Angiogenesis Assay ECM625  Millipore 
       Billerica, USA 
 
Lab Tek Chamber Slide System,    Nunc 
8 well, Glasobjektträger    Thermo Fisher Scientifics 
      Dreieich, Deutschland 
 
Lektin aus Ulex europaeus,   Sigma Aldrich 
FITC-konjugiert     Steinheim, Deutschland 
 
2.8 Immunhistologie Cholin-Acetyltransferase 
 
Die Antikörper sind jeweils bei der Methodenbeschreibung aufgeführt (siehe Seite 33). 
 
Triton-X-100      Sigma Aldrich 
       Steinheim, Deutschland 
 
DAPI (4',6-Diamidine-2'-phenylindole-  Roche 
Dihydrochloride)     Mannheim, Deutschland 
 
DAKO Fluoreszent Mounting Medium  Sigma Aldrich 
Steinheim, Deutschland 
 
Methanol      Carl Roth GmbH und Co. AG 
       Karlsruhe, Deutschland 
 
Immersionsöl Immersol 518 F   Carl Zeiss Jena GmbH 






2.9 Acetylcholine Quantification Assay 
 
Choline/Acetylcholine    Biovision 





Word, Microsoft Office XP, 2010, 2016  Microsoft Deutschland GmbH 
       München, Deutschland 
 
Excel, Microsoft Office XP, 2010, 2016  Microsoft Deutschland GmbH 
München, Deutschland 
 
Powerpoint, Microsoft Office XP, 2016  Microsoft Deutschland GmbH 
       München, Deutschland 
 
Paint, Microsoft Office XP, 2016   Microsoft, Deutschland GmbH 
München, Deutschland 
 
Software AxioVision 4.5    Carl Zeiss Jena GmbH 
Jena, Deutschland 
 








3.1 Gewinnung humaner Endothelzellen aus Nabelschnüren 
 
Es wurden folgende Puffer und Medien verwendet: 
 
Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung (PBS, pH=7,4): 
120 mMol Natriumchlorid 
2,7 mMol Kaliumchlorid 
8,5 mMol Dinatriumhydrogenphosphat 




75 mg Kollagenase Typ IV (260U/mg) 
50 ml PBS 
 
Gelatine Typ A, 1% (w/v): 
1 g Gelatine Typ A 
100 ml Aqua dest. 
 
Wachstumsfaktor-Supplement für Endothelzellen: 
22,5 ml Medium M199 
2,5 ml fetales Kälberserum (FKS) 
5 ml Heparin 
50 mg Endothelial Cell Growth Supplement (Wachstumsfaktor) 
 
Endothelzellmedium ohne Wachstumsfaktoren (pH=7,4): 
450 ml Medium M199 
50 ml fetales Kälberserum (FKS) 





Endothelzellmedium mit Wachstumsfaktoren (pH=7.4): 
450 ml Medium M199 
50 ml fetales Kälberserum (FKS) 
5 ml Penicillin/Streptomycin (100000 U/l Penicillin / 100 mg/l Streptomycin) 
5 ml Wachstumsfaktorgemisch 
 
 
Die humanen Nabelschnüre wurden direkt postnatal in eine PBS-Lösung überführt und 
maximal bis zu 48 h bei 5-8 °C gelagert. Die Gewinnung der Zellen wurde stets unter 
sterilen Kautelen auf einer Sicherheitswerkbank mit Laminar-Flow durchgeführt. 
Zunächst erfolgte eine Begutachtung der Nabelschnüre auf Intaktheit und Beschaffenheit 
des Gewebes. Zu achten war auf mögliche Injektionsstellen, Verfärbungen oder 
Bereiche, in denen möglicherweise eine vorgängige Abklemmung erfolgt war. An jeweils 
beiden Enden wurde vor Aufsuchen der Vene ca. 1 cm Nabelschnur sauber 
abgeschnitten und verworfen. Danach wurde jeweils an beiden Enden eine Glas-
Knopfkanüle eingeführt. Dabei war darauf zu achten, die Gefäßwand nicht unnötig zu 
dehnen oder gar zu verletzen. Anschließend erfolgte die Fixation der Kanülen mit Vicryl-
Faden 2.0 (nicht resorbierbar), um ein Ver- und Herausrutschen der Glaskanüle zu 
verhindern. Die Vene wurde daraufhin mit ca. 30 ml PBS-Lösung (angewärmt auf 37 °C) 
gespült, um Zell-Detritus und verbliebenes Blut zu entfernen. Anschließend erfolgte ein 
Befüllen der Vene mit der Kollagenase IV- Lösung (ca. 15 ml, 37 °C) mit zusätzlichem 
Abklemmen der Nabelschnüre im Bereich der Kanülen an beiden Enden, um ein 
Herauslaufen zu verhindern. Die Inkubation wurde für 17 Minuten bei 37 °C in PBS-
Lösung im Wasserbad durchgeführt. Nach leichtem Schütteln der Nabelschnur, um die 
Endothelzellen zu lösen, wurden sie mit 10 ml Medium 199 ohne Wachstumsfaktoren in 
eine Tube (50 ml) überführt. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation bei 1200 rpm für 
5 Minuten. Nach Absaugen des Flüssigkeitsüberstandes wurden die Zellen in 3 ml 
Medium 199 (ohne Wachstumsfaktoren) resuspensiert. Wurden während einer Sitzung 
mehrere Nabelschnüre präpariert, erfolgte ein „Pooling“ der Zellen, um mögliche 
genetische Unterschiede zu minimieren und stets eine homogene Zellkultur anlegen zu 
können. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer. 
Hierfür wurden in einer Suspension 10 µl der Lösung mit 10 µl des Farbstoffes Trypanblau 
1:1 in ein Well einer 96-Wellplatte überführt. Bei Trypanblau handelt es sich um einen 
anionischen Diazofarbstoff, welcher nur von abgestorbenen Zellen aufgenommen und 
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zur Bestimmung der Zellviabilität verwendet wird. Nach Überführung von 10 µl dieser 
Lösung in eine Neubauer-Zählkammer wurde die Zellzahl der Suspension bestimmt. 
Nach Beschichtung von 6-Wellplatten durch 1%-Gelatine erfolgte die Überführung der 
Zellen, wobei pro Well 300.000 Zellen ausgesät wurden. Dabei wurde pro Well eine 
Zellsuspension in 2 ml Medium 199 (ohne Wachstumsfaktoren) verwendet. Die 
Inkubationszeit betrug zunächst 2 h im Brutschrank bei 37 °C bei 5% CO2. Anschließend 
wurde der Überstand des Medium 199 (ohne Wachstumsfaktoren) abgesaugt und durch 
Medium 199 (mit Wachstumsfaktoren) ersetzt. Zudem erfolgte der Zusatz der 
entsprechenden Substanzen zur Stimulation (siehe Tabelle 2, Seite 27). Alle 24-48 h 
wurde ein Wechsel des Mediums und der erneute Zusatz stimulierender Substanzen 
durchgeführt, bis eine Konfluenz der Endothelzellen von 80% erreicht war. Diese 
Präkultivierung erfolgte für 5 ± 0.5 Tage im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO2. 
 
3.2 Behandlung der Zellen 
 








Eserin-Hemisulfat Hemmung Acetylcholinesterase 1 µmol/L 
Hemicholinium-3 Antagonist Re-Uptake Cholin 10 µmol/L 
Atropin Antagonist mACh-Rezeptor 1 µmol/L 
Mecamylamin Antagonist nACh-Rezeptor 1 µmol/L 
α-Bungarotoxin Antagonist α7-UE nACh-Rezeptor 10 nmol/L 
Lobelin-Hydrochlorid Antagonist α4/β2-UE nACh-Rezeptor 10 nmol/L 
Dihydro-β-Erythroidin Antagonist α3/β2-UE, α4/β2-UE   
nACh-Rezeptor 
100 nmol/L 
Ethanol reinst Lösungsmittel / Kontrolle  
Tabelle 2: Die pharmakologischen Substanzen mit den verwendeten 





Jedes Experiment mit den entsprechenden Substanzen (siehe Tabelle 2, Seite 27) wurde 
6x durchgeführt, jeweils parallel mit einem Kontrollansatz. Wie oben erwähnt wurde bei 
jedem Mediumwechsel erneut die entsprechende Substanz hinzugefügt. Der Beginn der 
Stimulation erfolgte immer 2 h nach Präparation. Bei den entsprechenden Kontroll-




Bei Eserin-Hemisulfat, auch bekannt als Physostigmin, handelt es sich um ein 
Indolalkaloid, welches die Acetylcholinesterase und somit den Abbau von Acetylcholin 
hemmt. In vitro-Tests zeigten dies bei einer halbmaximalen inhibitorischen Konzentration 
von IC50 von 0.5 µmol/L (Schott Y, 2006). Dies bestätigte sich auch in Zellkultur-Modellen 
bei Verwendung micromolarer Konzentrationen (Cheng K, 2008). Um eine subakute 
Stimulation durch Acetylcholin zu erreichen wurden die Endothelzellen mit 1 µmol/L 
Eserin-Hemisulfat behandelt, das in reinem Ethanol gelöst worden war. Die Kontrollzellen 
wurden entsprechend mit Ethanol 1 µl/ml Medium/ Well (0,1 vol%.) behandelt. 
 
Hemicholinium-3 
Hemicholinium hemmt kompetitiv die Wiederaufnahme (Re-Uptake) von Cholin in die 
Zellen durch die Blockierung der Cholin-Transporter bei einer IC50 von 100 µmol/L (Grassl 
SM, 1994). Für diese Versuche mit Hemicholinium-3 wurde eine Konzentration von 10 
µmol/L, gelöst in reinem Ethanol, verwendet. 
 
Atropin 
Zur Antagonisierung der muscarinergen Acetylcholinrezeptoren wurde das Tropan-
Alkaloid Atropin verwendet. Die Konzentration betrug ebenfalls 1 µmol/L (Cheng K, 
2008). Auch hier erfolgte die Lösung der Substanz in destilliertem Wasser. 
 
Mecamylamin 
Mecamylamin ist als nicht-kompetitiver, nicht-selektiver Antagonist von nicotinergen 
Acetylcholinrezeptoren bekannt und wurde in den USA über 40 Jahre hinweg als 
Antihypertensivum verwendet (Young JM, 2001). Auch hier wurde eine 
Hemmkonzentration von 1 µmol/L gewählt, da Patch-Clamp-Studien gezeigt hatten, dass 
bei niedrigerer Konzentration von z.B. 0,1 µmol/L nur eine partielle Hemmung der 
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nicotinergen Rezeptoren erreicht wird (Fieber LA, 1991). Die Lösung der Substanz 
erfolgte in destilliertem Wasser. 
 
Spezifische Hemmung der nACh-Rezeptor-Subtypen 
 
Für eine spezifische Antagonisierung der entsprechenden Subtypen des nicotinergen 
Acetylcholinrezeptors (nAChR) wurden die unten genannten Substanzen verwendet. 
Dabei wurde simultan stets Eserin-Hemisulfat und Atropin in der schon beschriebenen 
Konzentration beigefügt, um zu gewährleisten, dass nur die entsprechenden Subtypen 
durch Acetylcholin stimuliert wurden. 
 
α-Bungarotoxin 
Bei α-Bungarotoxin handelt es sich um ein Neurotoxin, welches kompetitiv an die α7-
Untereinheit des nicotinergen Acetylcholinrezeptors bindet und ihn damit hemmt. Bei 
einer IC50 zwischen 1 und 100 nmol/L wurden 10 nmol/L zur Antagonisierung verwendet 
(Barik J, 2009). Gelöst wurde die Substanz in destilliertem Wasser. 
 
Lobelin-Hydrochlorid 
Lobelin-Hydrochlorid, ein Piperidinalkaloid, inhibiert in einer Konzentration von 10 nmol/L, 
gelöst in destilliertem Wasser, die α4/β2-Untereinheit des nicotinergen 
Acetylcholinrezeptors (Court JA, 1994). 
 
Dihydro-β-Erythroidin 
Zur Hemmung der α3/β2-Untereinheit und α4/β2-Untereinheit des nAChR wurde der 
kompetitive Antagonist Dihydro-β-Erythroidin in einer Konzentration von 100 nmol/L, 
gelöst in destilliertem Wasser, verwendet, da hier eine Hemmung mit einer 
durchschnittlichen pKD von 4,5 zu beobachtet ist (Xiao Y, 2004). 
 
 
3.3 In vitro Angiogenesis Assay, Matrigel (3D-Zellkultur) 
Vor jeder Neuansetzung der Endothelzellen in einer 3D-Zellkultur zur Untersuchung der 
Kapillarbildung erfolgte das Anfärben der Endothelzellen mittels FITC-Lektin. Lektin, ein 
pflanzliches Protein bzw. Glycoprotein, bindet selektiv an Endothelzellen ohne ihre 
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Integrität zu beeinflussen. Bei dem daran gekoppelten Molekül Fluorescein-Isothiocyanat 
(FITC) handelt es sich um ein Fluorchrom, welches bei einer Wellenlänge zwischen 492 
und 517 nm absorbiert und emittiert. Das Anfärben erfolgte in einem abgedunkelten 
Raum unter sterilen Kautelen und wurde bei einer Konfluenz von 80% des 
Endothelzellrasens durchgeführt. Dazu wurde zunächst 1 ml des Mediums aus den 
Zellkulturen entnommen und pro Well 5 µl einer 1% FITC-Lektin-Lösung hinzugegeben. 
Die Inkubation erfolgte für 30 min bei 37 °C, 5% CO2.   
Davor erfolgte die Vorbereitung der Matrigel-Kammern. Hierfür wurden der Diluent und 
das Lösungsmittel des Matrigel-Systems (In vitro Angiogenesis Assay Kit, ECM625, 
Millipore™, USA) auf Eis aufgetaut und darauffolgend 1000 µl Lösungsmittel mit 110 µl 
Diluent gemischt. Das daraus entstandene Gel wurde auf die Objektträger des 
Kammersystems aufgetragen (Lab-Tek® II Chamber Slide™ System, Nunc, Thermo 
Fisher Scientifics, Deutschland), wobei jeweils 100 µl/Kammer verwendet wurde. 
Anschließend härtete das Gel bei 37 °C, 5% CO2 für 1-2 h aus. Nach Färbung der 
Endothelzellen wurde das Medium gänzlich entfernt und der Zellrasen zunächst mit PBS 
gewaschen, um Zelldetritus zu entfernen. Anschließend wurde zum Ablösen der Zellen 
pro Well 1 ml Trypsin hinzugegeben. Dieser Prozess wurde durch 2 ml 
Endothelzellmedium (mit Wachstumsfaktoren) pro Well nach ca. zwei Minuten gestoppt. 
Daran anschließend erfolgte das Überführen der Zelllösung in Tubes (Volumen 50 ml) 
und eine Zentrifugierung bei 1200 rpm für 10 Minuten. Nach Entfernung des dabei 
gebildeten Überstands wurden die Zellen pro Tube in 200 µl Endothelzellmedium (mit 
Wachstumsfaktoren) resuspensiert.  Die Substanz, mit welcher die Zellen behandelt 
werden sollten (siehe „Behandlung der Zellen“, Seite 27 bis 29) war darin in angestrebter 
Konzentration gelöst. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte erneut durch Zuhilfenahme 
der Neubauer-Zählkammer. Pro Kammer des Chamber Slide™ Systems wurden 200.000 
Zellen in 200 µl Endothelzellmedium (mit Wachstumsfaktoren) ausgesät und für 18 h bei 
37 °C, 5% CO2 inkubiert. 
Zur Vorbereitung der Auswertung wurde das Endothelzellmedium nach 18 h entfernt und 
das Gelbett mit PBS gewaschen. Anschließend erfolgte das Anfärben der Zellkerne mit 
Hoechst-Bisbenzimide (33258), einem Fluoreszenzfarbstoff, welcher an DNS-reiche 
Regionen bindet und bei einer Wellenlänge zwischen 350 nm und 450 nm absorbiert und 
emittiert. Dazu wurden 10 µl (0,1 mg/ml gelöst in destilliertem Wasser) in jede Kammer 
gegeben. Die Inkubation erfolgte für 10 min in Abdunkelung. Anschließend wurde das 
Gelbett erneut mit PBS gewaschen. Nach Lösung der Seitenränder des Gels mittels eines 
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Skalpells wurden die Kammern vom Objektträger entfernt. Zur Auswertung mittels 
Fluoreszenzmikroskopie wurde, um ein vorzeitiges Verblassen der Fluoreszenzfärbung 
zu verhindern, auf das Gel 1-2 Tropfen Fluoreszenz-Mounting-Medium aufgetragen und 




Zur Auswertung der in vitro Angiogenesis Assays sowie zum immunhistologischen 
Nachweis der Cholin-Acetyltransferase wurde die Fluoreszenzmikroskopie verwendet. 
Die Analyse der Matrigele erfolgte bei 200-facher Vergrößerung (Axioskop Mikroskop, 
Fa. Zeiss, Deutschland) und mittels Fluoreszenzfärbung durch Fluorescein-Isothiocyanat 
(FITC) sowie Hoechst-Bisbenzimide (33258). Die Darstellung der Cholin-
Acetyltransferase gelang darüber hinaus bei 1000-facher Vergrößerung unter 
Zuhilfenahme von Immersionsöl. Dabei wurde das darzustellende Enzym mit Alexa 488, 
der Zellkern durch 4`,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) angefärbt. 
 
3.5 Auswertung Fluoreszenzaufnahmen 
 
Um eine Vergleichbarkeit der in vitro Angiogenesis Assays zu ermöglichen, wurde zur 
Auswertung stets das gleiche Schema angewendet. Insgesamt wurden pro Assay 25 
Sichtfenster fotografiert. Bewertet wurden die Anzahl der Zellen, die Länge der Kapillare 
(in Mikrometer vermessen mit anschließender Bildung eines Mittelwerts) sowie die 
Summe der Abzweigungen. Zudem erfolgte die Bestimmung des Verhältnisses von 
Abzweigungen im Vergleich zur Kapillarlänge. Des Weiteren wurde zur Bewertung ein 
Muster festgelegt (siehe Tabelle 3, Seite 32), welches die Komplexität der 










         
Punktwert 
Einzelne, gut separierte Zellen 0 
Zellen beginnen zu wachsen und sich auszurichten 1 
Einzelne kapillarähnliche Strukturen ohne Abzweigungen 2 
Einzelne kapillarähnliche Strukturen, Abzweigungen sichtbar 3 
Geschlossenes Kapillarnetz in Ausbildung 4 
Komplexes Kapillarnetz ausgebildet 5 
Tabelle 3: Schema zur Bewertung der Komplexität des Kapillarnetzwerkes 
Jedes Sichtfenster wurde entsprechend des oben beschriebenen Schemas bewertet, so 
dass ein maximaler Punktwert von 125 pro in vitro Angiogenesis Assay zu erreichen war. 
 
3.6 Immunhistologie Cholin-Acetyltransferase (ChAT)  
 
Benötigte Lösungen und Puffer: 
 
0,1% Triton-X-100-Lösung: 
5 µl Triton-X 100 
50 ml PBS (Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung, 1x) 
 
0,1% BSA-Lösung: 
50 mg Bovines Serumalbumin (BSA) 
50 ml PBS (Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung, 1x) 
 
Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung nach Dulbecco (DPBS, pH=7,4): 
137 mMol Natriumchlorid 
2,68 mMol Kaliumchlorid 
6,48 mMol Dinatriumhydrogenphosphat 
1,47 mMol Kaliumhydrogenphosphat 
0,49 mMol Magnesiumchlorid 
0,81 mMol Magnesiumsulfat 





Zunächst erfolgte die Gewinnung humaner Endothelzellen entsprechend dem oben 
beschriebenen Protokoll. Vor der Aussaat wurden sterile Deckgläser in die Wells (6-Well-
Platten) eingelegt und anschließend mit 1% Gelatine beschichtet. Die Endothelzellen 
wurden ohne Zugabe stimulierender Substanzen auf den beschichteten Deckgläsern 
gezüchtet bis mindestens eine Konfluenz von 80% zu beobachten war. Diese stellte sich 
nach 5 Tagen ein. Zur Vorbereitung der immunhistologischen Färbung wurden die Zellen 
zunächst mit DPBS 3x gewaschen und anschließend mit Methanol für 30 min fixiert. 
Daraufhin erfolgte erneut ein dreimaliges Waschen der Zellen für jeweils 5 min mit PBS. 
Anschließend wurden die Zellen mittels Triton-X-100-Lösung für 30 min permeabilisiert 
und mit 0,1% BSA-Lösung in PBS für 20 min blockiert, um das Anfärben unspezifischer 
Bindungsstellen zu minimieren. Im Anschluss folgte das Anfärben mit dem ersten 
Antikörper, Anti-Cholin-Acetyltransferase Antibody Choactase  
(H-95: sc 20672, Santa Cruz® Biotechnology, USA), einem polyklonalen  
IgG- Antikörper, der aus Kaninchen gewonnen wird. Dieser bindet spezifisch an die 
Aminosäuren 561-655 nahe dem C-Terminus der Cholin-Acetyltransferase der Zellen. 
Die Inkubation erfolgte über Nacht in einer Verdünnung von 1:100 (nach 
Herstellerangaben) bei 4 °C. Am Folgetag wurden die Zellen erneut jeweils 3x für 5 min 
mit 0,1% BSA-Lösung in PBS gewaschen und anschließend für eine Stunde mit dem 
sekundären Antikörper, einem Alexa Fluor 488-gekoppeltem Anti-IgG-Antikörper, 
gewonnen aus Ziege, bei Raumtemperatur ebenfalls in einer Verdünnung von 1:100 
inkubiert. Bei Alexa Fluor 488 handelt es sich um ein Fluorchrom, welches bei Photonen 









Santa Cruz® Biotechnology, Inc. 
Richmond (VA), USA 
 
 
Alexa-Fluor 488 goat-anti-rabit-IgG 
# A11008 
Invitrogen™ 
Waltham (MA), USA 
Tabelle 4: Verwendete Antikörper zum Nachweis der Cholin-Acetyltransferase 
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Daraufhin wurden die Zellen erneut mittels 0,1% BSA-Lösung in PBS jeweils 3x für 5 min 
gewaschen. Das Anfärben der Zellkerne erfolgte anschließend durch DAPI-Lösung in 
PBS in einer Verdünnung von 1:1000 für 1 Minute. DAPI (4`,6-Diamidin-2-Phenylindol) 
ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der bevorzugt an AT-reiche Regionen doppelsträngiger DNS 
bindet, und Licht bei 358 nm absorbiert und bei 461 nm emittiert. Nach der Kernfärbung 
erfolgte ein abschließendes Waschen für 5 Minuten erneut mit 0,1% BSA-Lösung in PBS 
sowie das Eindeckeln der Zellen mit Deckgläsern nach vorherigem Auftragen von 
Mounting Medium. Die Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenz-Mikroskop (siehe Kapitel 
3.4, Seite 31). 
 
3.7 Acetylcholine Quantification Assay 
 
Zum direkten quantitativen Nachweis der Acetylcholinkonzentration wurde eine 
kolorimetrische Methode genutzt. Dabei wurde das Acetylcholin im Zellkulturmedium der 
Endothelzellkultur bestimmt. Hierfür kam das Choline/Acetylcholine Quantification Kit 
(Biovision Inc., Montain View, USA) zur Anwendung. Bei diesem Verfahren ist der 
Nachweis sowohl von Acetylcholin als auch von Cholin möglich. Dabei wird freies Cholin 
über das Intermediärprodukt Betain-Aldehyd zu Betain oxidiert. Die dadurch freigesetzten 
Produkte reagieren mit dem Cholin der Probe zu einem kolorimetrisch nachweisbaren 
Farbprodukt, welches über seine Lichtemission, einer Wellenlänge von 570 nm, detektiert 
werden kann. Durch Zugabe von Acetylcholinesterase kann Acetylcholin zu Cholin 
umgewandelt werden, um die Menge des Anteils von Cholin zu bestimmen. In dieser 
Versuchsanordnung kann Acetylcholin oder Cholin in Konzentrationen zwischen 10 pmol 








Cholin-Standard (5 µmol) 
Tabelle 5: Komponenten des Acetylcholine Quantification Assay 
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Zuerst wurde die Cholin-Probe, welche bei -20 °C gelagert wird, auf Raumtemperatur 
erwärmt. Der Cholin-Enzym-Mix und die Acetylcholinesterase wurden in 220 µl Cholin-
Puffer gelöst. Ebenso wurde der Cholin-Standard in 100 µl Cholin-Puffer gelöst, wodurch 
sich eine Lösung von 50 nmol/µl ergab. Da bei kolorimetrischen Messungen die 
unbekannten Probenkonzentrationen anhand einer Kalibrationskurve bestimmt werden 
müssen, wurden zunächst verschiedene bekannte Standardkonzentrationen im 
Spektrophotometer gemessen. Mit den dadurch erlangten Werten wurde eine 
Regressionsanalyse durchgeführt und eine entsprechende Kurve definiert. Zur 
Herstellung dieser Standard-Kurve wurde zunächst die Cholin-Standard-Lösung zu 0,5 
nmol/µl gelöst, indem 10 µl der Cholin-Standard-Lösung in 990 µl des Cholin-Puffers 
verdünnt wurden. Von dieser verdünnten Lösung wurden pro Well einer 96-Well-Platte 
0,2,4,6,8 und 10 µl zugegeben. Um 0,1,2,3,4 und 5 nmol/Well zu erzeugen wurden pro 
Well 50 µl des Cholin-Puffers hinzugemischt. Zur kolorimetrischen Messung der Probe 
wurde das Zellkulturmedium mit Cholin-Puffer (50 µl/Well) in eine 96-Well-Platte 
gegeben. Pro Well wurde für die Farbreaktion zunächst eine Lösung aus 44 µl Cholin-
Puffer, 2 µl Cholin-Probe und 2 µl Enzym-Mix hergestellt und dem Zellkulturmedium bzw. 
dem Cholin-Standard zugefügt. Bei Zugabe von weiteren 2 µl Acetylcholinesterase 
konnte zudem quantitativ die Gesamtmenge von Cholin bestimmt werden. Die Inkubation 
erfolgte für 30 min bei Raumtemperatur in Abdunkelung. Anschließend erfolgte die 
Messung im Spektrophotometer (Polarstar Optima, Fa. BMG Labtech, Offenburg, 
Deutschland). 
 
3.8 Statistische Auswertung 
 
Die vorliegenden Daten werden als Durchschnittswert mit Standardfehler dargestellt. Die 
statistische Analyse wurde nach Prüfung der Normalverteilung und Varianzanalyse mit 
dem Students´s t-Test durchgeführt, ggf. mit Bonferroni-Korrektur für multiple 
Messungen. Dazu wurde das Programm SigmaStat. verwendet. Eine statistische 










4.1 Quantitativer Nachweis von Acetylcholin 
 
Um die Existenz eines bestehenden autokrinen cholinergen Systems belegen zu können, 
erfolgte zunächst der quantitative Nachweis von Acetylcholin aus dem Zellkulturmedium 
der humanen Endothelzellen (HUVEC) mittels des kolorimetrischen Nachweisverfahrens 
(Acetylcholine Quantification Assay, siehe Seite 34 und 35). Hier konnte ein linearer 
Zusammenhang zwischen der Acetylcholin-Konzentration (von 0 bis 5 nmol/Well) und der 
Anzahl der kolorimetrischen Einheiten (I = 570 nm; R2 = 0,9054, P < 0,01) gemessen 
werden (siehe Abbildung 2, Seite 36). Auch wurde dadurch indirekt nachgewiesen, dass 
humane Endothelzellen Acetylcholin produzieren. Zudem wurde ein signifikanter Anstieg 
des Acetylcholins nach Hemmung der Acetylcholinesterase, des Schlüsselenzyms des 
Substratabbaus, durch Eserin-Hemisulfat, beobachtet (siehe Abbildung 3, Seite 37). 
 
Abbildung 2: Acetylcholin-Standardkurve des Acetylcholine Quantification Assay 
Eine Acetylcholin-Standardkurve wurde mittels einer Kalibrationskurve sowie 
Durchführung einer Regressionsanalyse zur kolorimetrischen Messung der Acetylcholin-
Probenkonzentration des Zellkulturmedium erstellt. Die Datenpunkte stammen aus sechs 
Versuchen und zeigen einen signifikant linearen Zusammenhang zwischen Acetylcholin-
Konzentrationen zwischen 0 bis 5 nmol/Well und der Anzahl der gemessenen 





Abbildung 3: Acetylcholine Quantification Assay 
Acetylcholinkonzentration des Zellkulturmediums von Endothelzellkulturen der Kontrollen 
(links) sowie nach Zusatz von Eserin-Hemisulfat (1 µmol/L, rechts). Die Angaben 
stammen aus jeweils sechs Versuchen. Die Signifikanz für die optische Dichte ist mit p 


















4.2 Immunhistologischer Nachweis der Cholin-Acetyltransferase 
(ChAT) 
 
Der positive immunhistologische Nachweis der Cholin-Acetyltransferase (ChAT), einem 
entscheidenden Enzym zur Re-Synthese des Acetylcholins, untermauert die These von 
einem autokrinen cholinergen System in humanen Endothelzellen (HUVEC) (siehe 
Abbildung 4, Seite 38). 
 
 
Abbildung 4: Immunhistologische Färbung der Cholin-Acetyltransferase (ChAT) 
HUVECs wurden bis zu einer Konfluenz von 80% gezüchtet und anschließend ohne 
Zugabe stimulierender Substanzen immunhistologisch mittels Choactase (Anti-Cholin-
Acetyltransferase Antikörper) angefärbt (grün). Zur besseren Übersicht erfolgte 
zusätzlich eine Anfärbung des Zellkerns durch DAPI (blau). 
 
4.3 Effekt von Acetylcholin auf die endotheliale Angiogenese 
 
Der Effekt des Acetylcholins auf Angiogenese wurde mittels des in vitro Angiogenesis 
Assay untersucht. Hier zeigte sich zunächst, dass eine künstlich induzierte Erhöhung der 
Acetylcholin-Konzentration durch Eserin-Hemisulfat keine signifikante Änderung in der 
Komplexität des Kapillarmusters verursachte (siehe Abbildung A, Seite 41). Lediglich 
eine gesteigerte Zellzahl konnte beobachtet werden (siehe Abbildung E, Seite 45).  
Wurde jedoch die Menge von freiem und somit wirksamem Acetylcholin vermindert, 
indem die Wiederaufnahme (Re-Uptake) durch Hemicholinum-3 blockiert und somit die 
Rate der Re-Synthese gehemmt wurde, dann zeigten sich signifikant mehr 
Abzweigungen pro Kapillarlänge (siehe Abbildung C, Seite 43), mehr Abzweigungen 
(siehe Abbildung D, Seite 44) sowie eine tendenziell gesteigerte Kapillarlänge (siehe 
Abbildung B, Seite 42), bei nicht signifikanter Zunahme der Komplexität im Kapillarmuster 
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(siehe Abbildung A, Seite 41). Generell wirkt Acetylcholin als nicht-selektiver Agonist an 
allen cholinergen Rezeptoren. Zur Identifizierung und besseren Differenzierung der an 
endothelialer Angiogenese hauptsächlich beteiligten Rezeptortypen wurde zunächst 
Eserin-Hemisulfat zur Steigerung der Acetylcholinkonzentration (analog zu den weiter 
oben beschriebenen Versuchen) hinzugefügt. Durch die gleichzeitige Gabe von Atropin 
wurde zusätzlich eine Hemmung aller muscarinergen Acetylcholinrezeptoren (mAChR), 
einer der beiden Hauptrezeptorfamilien, induziert, so dass der zu beobachtende Effekt 
auf die zweite Rezeptorfamilie, den nicotinergen Acetylcholinrezeptoren (nAChR) 
zurückzuführen war. Es zeigte sich, dass die Komplexität des Kapillarmusters im 
Vergleich zu den vorangegangenen Experimenten mit ausschließlicher Stimulation durch 
Eserin-Hemisulfat abnahm (siehe Abbildung A, Seite 41). Darüber hinaus nahm die 
Anzahl der Abzweigungen im Verhältnis zur Kapillarlänge (siehe Abbildung C, Seite 43), 
die Länge der Kapillaren (siehe Abbildung B, Seite 42), die Anzahl der Abzweigungen 
(siehe Abbildung D, Seite 44) sowie die Zellzahl insgesamt ab (siehe Abbildung E, Seite 
45). 
Wurden hingegen die nicotinergen Acetylcholinrezeptoren mittels Mecamylamin 
blockiert, was die Acetylcholin-Wirkung im Rahmen der Angiogenese auf die 
muscarinergen Acetylcholinrezeptoren beschränkte, zeigte sich ein umgekehrtes Bild: 
eine signifikant erhöhte Komplexität des Kapillarmusters (siehe Abbildung A, Seite 41) 
ging mit einer signifikanten Längenzunahme der Kapillare (siehe Abbildung B, Seite 42) 
und einer signifikant erhöhten Zellzahl (siehe Abbildung E, Seite 45) einher. 
Zur weiteren Identifizierung der Subtypen des nicotinergen Acetylcholinrezeptors, die 
möglicherweise Angiogenese in humanen Endothelzellen beeinflussen, erfolgte zunächst  
entsprechend den o.g. Versuchen eine Steigerung der Acetylcholinkonzentration mittels 
Eserin-Hemisulfat sowie eine mAChR-Hemmung durch Atropin. Zusätzlich wurde 
zunächst α-Bungarotoxin zum Zellkulturmedium hinzugefügt, das die Hemmung des α7-
Subtypen der nAChRs bewirkt. Darunter zeigte sich eine signifikant reduzierte 
Komplexität des Kapillarmusters (siehe Abbildung A, Seite 41) mit einer signifikant 
reduzierten Anzahl an Abzweigungen (siehe Abbildung D, Seite 44) sowie reduziertem 
Verhältnis Abzweigung zur Kapillarlänge (siehe Abbildung C, Seite 43) aber signifikant 
gesteigerter Kapillarlänge (siehe Abbildung B, Seite 42). Die Zellzahl blieb unbeeinflusst 
(siehe Abbildung E, Seite 45). 
Wurde der α4/β2-Subtyp des nAChR durch Lobelin-Hydrochlorid gehemmt, dann waren 
insgesamt weniger Veränderungen im Muster des Kapillarnetzwerks zu beobachten, 
Ergebnisse 40 
 
immerhin eine reduzierte Komplexität des Kapillarmusters (siehe Abbildung A, Seite 41) 
und weniger Abzweigungen (siehe Abbildung D, Seite 44). Die Kapillarlänge blieb nahezu 
unbeeinflusst (siehe Abbildung B, Seite 42). Auffällig war eine signifikant verminderte 
Zellzahl (siehe Abbildung E, Seite 45). Auch hier wurde zusätzlich Eserin-Hemisulfat zur 
Steigerung der Acetylcholinkonzentration sowie Atropin zur Hemmung der 
muscarinergen ACH-Rezeptoren hinzugefügt. Auch die Blockierung der α4/β2- bzw. 
α3/β2-Subtypen des nAChR durch Dihydro-β-Erythroidin (bei gleichzeitiger Behandlung 
mit Eserin-Hemisulfat und Atropin) führte zu einer signifikanten Reduktion der 
Komplexität des Kapillarnetzwerks (siehe Abbildung A, Seite 41), bei signifikant 
reduzierter Anzahl an Abzweigungen (siehe Abbildung D, Seite 44) sowie reduziertem 
Verhältnis Abzweigungen pro Kapillarlänge (siehe Abbildung C, Seite 43), während die 
Zellzahl nahezu unbeeinflusst blieb (siehe Abbildung E, Seite 45). Die Kapillarlänge war 
























Zusammenfassung der Ergebnisse in der Übersicht: 
(150 Bilder/Spalte, Experimente n=6 pro verwendete Substanz)  
Eine statistische Signifikanz gegenüber der Kontrolle ist mittels Stern gekennzeichnet. 




Abbildung 5: Effekt des Acetylcholins auf die Komplexität des Kapillarnetzwerkes 
(65 ± 6 Punkte) 
Humane Endothelzellen wurden zunächst für fünf Tage mit den oben genannten 
Substanzen in einer 2-D-Zellkultur behandelt und anschließend in ein in vitro 
Angiogenesis Assay übertragen. Nach erneuter Inkubation von ca. 18 h mit 
entsprechender Stimulation konnte eine Kapillarbildung beobachtet werden. 
Die Abbildung zeigt eine signifikante Abnahme der Komplexität des Kapillarnetzwerkes 
unter Stimulation mit Eserin-Hemisulfat + Atropin, Eserin-Hemisulfat + Atropin + α-
Bungarotoxin und Eserin-Hemisulfat + Atropin + Dihydro-β-Erythroidin.  
Bei der Stimulation mit Eserin-Hemisulfat + Mecamylamin konnte eine Zunahme der 








Abbildung 6: Effekt des Acetylcholins auf die Kapillarlänge (134 ± 9 µm) 
Humane Endothelzellen wurden zunächst für fünf Tage mit den oben genannten 
Substanzen in einer 2-D-Zellkultur behandelt und anschließend in ein in vitro 
Angiogenesis Assay übertragen. Nach erneuter Inkubation von ca. 18 h mit 
entsprechender Stimulation konnte eine Kapillarbildung beobachtet werden. 
Die Kapillarlänge nahm signifikant ab durch die Stimulation mit Eserin-Hemisulfat + 
Atropin. Eine signifikante Zunahme war unter Stimulation mit Eserin-Hemisulfat + 
Mecamylamin, Eserin-Hemisulfat + Atropin + α-Bungarotoxin sowie durch Eserin-











Abbildung 7: Effekt des Acetylcholins auf das Verhältnis Abzweigung zur 
Kapillarlänge (0.015 ± 0.002 Abzweigung/µm) 
Humane Endothelzellen wurden zunächst für fünf Tage mit den oben genannten 
Substanzen in einer 2-D-Zellkultur behandelt und anschließend in ein in vitro 
Angiogenesis Assay übertragen. Nach erneuter Inkubation von ca. 18 h mit 
entsprechender Stimulation konnte eine Kapillarbildung beobachtet werden. 
Das Verhältnis von Abzweigung pro Kapillarlänge nahm signifikant zu bei der Stimulation 
durch Hemicholinium-3. Nach Behandlung mit Eserin-Hemisulfat + Atropin + α-
Bungarotoxin und nach Stimulation mit Eserin-Hemisulfat + Atropin und Dihydro-β-











Abbildung 8: Effekt des Acetylcholins auf die Anzahl der Abzweigungen (2.44 ± 
0.47 Abzweigungen/Sichtfeld) 
Humane Endothelzellen wurden zunächst für fünf Tage mit den oben genannten 
Substanzen in einer 2-D-Zellkultur behandelt und anschließend in ein in vitro 
Angiogenesis Assay übertragen. Nach erneuter Inkubation von ca. 18 h mit 
entsprechender Stimulation konnte eine Kapillarbildung beobachtet werden. 
Die Anzahl der Abzweigungen nahm nach Stimulation mit Hemicholinium-3 signifikant zu. 
Nach Behandlung mit Eserin-Hemisulfat + Atropin, Eserin-Hemisulfat + Atropin + α-
Bungarotoxin sowie nach Zugabe von Eserin-Hemisulfat + Atropin + Dihydro-β-














Abbildung 9: Effekt des Acetylcholins auf die Zellzahl (16.1± 2.4 Zellen/Sichtfeld) 
Humane Endothelzellen wurden zunächst für fünf Tage mit den oben genannten 
Substanzen in einer 2-D-Zellkultur behandelt und anschließend in ein in vitro 
Angiogenesis Assay übertragen. Nach erneuter Inkubation von ca. 18 h mit 
entsprechender Stimulation konnte eine Kapillarbildung beobachtet werden. 
Es wurde eine signifikante Zunahme der Zellzahl bei der Stimulation mit Eserin-
Hemisulfat sowie Eserin-Hemisulfat + Mecamylamin beobachtet, während die Zellzahl 
bei Behandlung durch Eserin-Hemisulfat + Atropin oder Eserin-Hemisulfat + Atropin + 













Abbildungen der Kapillarnetzwerke aus dem in vitro Angiogenesis Assay 
 
   
Abbildung 10: Kapillarnetzwerk im Matrigel des in vitro Angiogenesis Assay, 
unbehandelte Kontrolle 
Die Zellen wurden nach Erreichen einer 80%igen Konfluenz in der Zellkultur in das in 
vitro Angiogenesis Assay übertragen und für weitere 18 h mit den entsprechenden 
Substanzen inkubiert. Die Auswertung erfolgte bei einer 200-fachen Vergrößerung mit 
einer Skalierung von 50 µm 
 
   
Abbildung 11: Kapillarnetzwerk im Matrigel des in vitro Angiogenesis Assay nach 
Behandlung mit Eserin-Hemisulfat 
Die Zellen wurden nach Erreichen einer 80%igen Konfluenz in der Zellkultur in das in 
vitro Angiogenesis Assay übertragen und für weitere 18 h mit den entsprechenden 
Substanzen inkubiert. Die Auswertung erfolgte bei einer 200-fachen Vergrößerung mit 
einer Skalierung von 50 µm.  
Die Zellzahl nimmt signifikant zu. 
 
   
Abbildung 12: Kapillarnetzwerk im Matrigel des in vitro Angiogenesis Assay nach 
Behandlung mit Hemicholinium-3 
Die Zellen wurden nach Erreichen einer 80%igen Konfluenz in der Zellkultur in das in 
vitro Angiogenesis Assay übertragen und für weitere 18 h mit den entsprechenden 
Substanzen inkubiert. Die Auswertung erfolgte bei einer 200-fachen Vergrößerung mit 
einer Skalierung von 50 µm. 
Die Anzahl der Abzweigungen im Verhältnis zur Kapillarlänge sowie die Anzahl der 




   
Abbildung 13: Kapillarnetzwerk im Matrigel des in vitro Angiogenesis Assay nach 
Behandlung mit Eserin-Hemisulfat und Atropin 
Die Zellen wurden nach Erreichen einer 80%igen Konfluenz in der Zellkultur in das in 
vitro Angiogenesis Assay übertragen und für weitere 18 h mit den entsprechenden 
Substanzen inkubiert. Die Auswertung erfolgte bei einer 200-fachen Vergrößerung mit 
einer Skalierung von 50 µm. 
Die Komplexität des Kapillarnetzwerks, die Kapillarlänge, die Anzahl der 
Abzweigungen sowie die Zellzahl nimmt signifikant ab. 
 
   
Abbildung 14: Kapillarnetzwerk im Matrigel des in vitro Angiogenesis Assay nach 
Behandlung mit Eserin-Hemisulfat und Mecamylamin 
Die Zellen wurden nach Erreichen einer 80%igen Konfluenz in der Zellkultur in das in 
vitro Angiogenesis Assay übertragen und für weitere 18 h mit den entsprechenden 
Substanzen inkubiert. Die Auswertung erfolgte bei einer 200-fachen Vergrößerung mit 
einer Skalierung von 50 µm. 
Die Komplexität des Kapillarnetzwerkes, die Kapillarlänge sowie die Zellzahl nimmt 
signifikant zu. 
 
   
Abbildung 15: Kapillarnetzwerk im Matrigel des in vitro Angiogenesis Assay nach 
Behandlung mit Eserin-Hemisulfat, Atropin und α-Bungarotoxin 
Die Zellen wurden nach Erreichen einer 80%igen Konfluenz in der Zellkultur in das in 
vitro Angiogenesis Assay übertragen und für weitere 18 h mit den entsprechenden 
Substanzen inkubiert. Die Auswertung erfolgte bei einer 200-fachen Vergrößerung mit 
einer Skalierung von 50 µm. Die Komplexität des Kapillarnetzwerks, die Anzahl der 
Abzweigungen und das Verhältnis der Abzweigungen zur Kapillarlänge nimmt 




   
Abbildung 16: Kapillarnetzwerk im Matrigel des in vitro Angiogenesis Assay nach 
Behandlung mit Eserin-Hemisulfat, Atropin und Lobelin-Hydrochlorid 
Die Zellen wurden nach Erreichen einer 80%igen Konfluenz in der Zellkultur in das in 
vitro Angiogenesis Assay übertragen und für weitere 18 h mit den entsprechenden 
Substanzen inkubiert. Die Auswertung erfolgte bei einer 200-fachen Vergrößerung mit 
einer Skalierung von 50 µm.  
Die Anzahl der Zellen nimmt signifikant ab. 
 
   
Abbildung 17: Kapillarnetzwerk im Matrigel des in vitro Angiogenesis Assay nach 
Behandlung mit Eserin-Hemisulfat, Atropin und Dihydro-β-Erythroidin 
Die Zellen wurden nach Erreichen einer 80%igen Konfluenz in der Zellkultur in das in 
vitro Angiogenesis Assay übertragen und für weitere 18 h mit den entsprechenden 
Substanzen inkubiert. Die Auswertung erfolgte bei einer 200-fachen Vergrößerung mit 
einer Skalierung von 50 µm. 
Die Komplexität des Kapillarnetzwerks, das Verhältnis Abzweigung pro 
Kapillarlänge sowie die Anzahl der Abzweigungen nehmen signifikant ab, während 






Für diese Arbeit wurden primäre Zellkulturen humaner Endothelzellen (HUVEC) aus 
Nabelschnurvenen verwendet. Sie bieten den Vorteil, dass sie leicht zu beschaffen, dabei 
frisch verfügbar und kostengünstig sind und sich einfach und unter konstanten, 
reproduzierbaren Bedingungen kultivieren lassen. Dabei behalten sie ihre Eigenschaften 
größtenteils bei und sind z.B. nicht immortalisiert. Zudem entspricht die erforderliche 
Kultur-Umgebung der HUVEC in Bezug auf Nährstoffbedarf, Temperatur und Versorgung 
mit Wachstumsfaktoren am ehesten in vivo-Bedingungen.  
Ein Nachteil hingegen liegt darin, dass es sich um fetale Zellen handelt, deren 
Charakteristik sich von adulten Zellen teilweise unterscheidet. Beispielsweise wurde in 
der Arbeit von O`Donnel et al. (O’Donnell J, 2000) gezeigt, dass humane Endothelzellen 
aus Nabelschnurvenen nicht das typische ABO-Blutgruppensystem exprimieren. Des 
Weiteren ist zu bedenken, dass die fetalen Venen in der Nabelschnur von arteriellem Blut 
durchströmt werden, dessen Zusammensetzung sich bezüglich der Nährstoffe und 
insbesondere des Sauerstoffpartialdrucks vom venösen Blut unterscheidet. Zudem ist die 
Anzahl der möglichen Passagen einer Zellkultur begrenzt, da die Rate der mitotischen 
Zellteilung physiologisch limitiert ist, denn die Notwendigkeit dieses Gewebes ist auf die 
Dauer einer Schwangerschaft beschränkt. Dies muss bei der Interpretation der 
Ergebnisse bedacht werden. Ebenfalls ist zu berücksichtigen, dass über die Gesundheit 
der Mutter und des Fetus, die Dauer der Schwangerschaft, einer möglichen 
medikamentösen Vorbehandlung der Mutter sowie über die Geburtsbedingungen und 
möglichen Geburtskomplikationen nichts bekannt ist. So wäre beispielsweise denkbar, 
dass eine peripartale Hypoxie oder peripartale Infektionserkrankung mit nachfolgender 
Aktivierung einer inflammatorischen Kaskade sowie Freisetzung von Prostaglandinen 
und Katecholaminen Einfluss auf die entnommenen primären Zellen der Zellkultur 
nehmen könnte. Um die darüber hinaus immer bestehende genetische Varietät 
verschiedener Proben möglichst gering zu halten, wurden für die hier angewendeten 
Versuche die Zellen mehrerer Nabelschnüre miteinander gepoolt.  
In dieser Arbeit wurde die Eigenschaft genutzt, dass humane Endothelzellen aus 
Nabelschnurvenen unter in vitro-Bedingungen nach vier- bis sechswöchiger Kultivierung 
kapillarähnliche Strukturen ausbilden (Maciag T, 1982). Diese Charakteristik kann 
beschleunigt werden, indem die humanen Endothelzellen auf eine basalmembran-
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ähnliche Matrix, wie dem Matrigel (in vitro Angiogenesis Assay, Millipore, Billerica, USA) 
aufgebracht werden. Hier lässt sich die Ausbildung von Kapillaren schon nach ca. 18 h 
beobachten (Kubota Y, 1988). Jedoch sind die unter Verwendung des Matrigels 
gewonnenen Ergebnisse nur begrenzt auf in vivo-Bedingungen übertragbar, da dem in 
vitro-Modell weitere Angiogenese-beeinflussende Faktoren wie glatte Muskelzellen, 
Fibrozyten, zirkulierendes Blut oder endogene extrazelluläre Matrix fehlen. Andererseits 
werden zahlreiche Faktoren durch die Zellen selbst gebildet, wie z.B. VEGF, FGF und 
PDGF, welche wiederum innerhalb der Angiogenese interagieren. 
Mit Hilfe des Acetylcholine-Quantification-Assay (Choline/Acetylcholine Quantification 
Kit, Biovision, USA) konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass eine Hemmung der 
Acetylcholinesterase durch Eserin-Hemisulfat zu einer signifikant gesteigerten 
Acetylcholinkonzentration im Zellüberstand der Endothelzellkultur führt. Dies deutet 
indirekt auf die Existenz einer endothelialen Acetylcholinesterase hin, was auch schon in 
anderen Studien gezeigt wurde (Kawashima K, 1990). Damit wird die Hypothese von 
Acetylcholin als physiologischem Liganden, welcher mittels endothelialem, autokrinem 
System Angiogenese beeinflusst, untermauert. 
Vorangegangene Arbeiten hatten bereits Hinweise auf eine Beteiligung von Acetylcholin 
innerhalb der Angiogenese erbracht. Hierbei induzierte in einer anderen Studie die 
Hemmung dieser Acetylcholinesterase endotheliale Zellmigration (Cooke JP, 2007), 
welche der ersten Phase der Angiogenese zugerechnet wird. Weiterhin konnte hier das 
Enzym Cholin-Acetyltransferase (ChAT) in humanen Endothelzellen immunhistologisch 
nachgewiesen werden, was sich mit den Erkenntnissen vorangegangener Arbeiten deckt 
(Kirkpatrick CJ, 2001). Darüber hinaus war in den Arbeiten von Pfeil et al. (Pfeil U, 2003) 
und Lips et al. (Lips KS, 2003) der Nachweis des Cholin-Transporters in non-neuronalen 
Zellen erbracht worden, der für den Transport des extrazellulär gespalteten Cholins 
zurück in die Zelle verantwortlich zu sein scheint und damit einen limitierenden Faktor in 
der Re-Synthese des Acetylcholins darstellt. Durch den Nachweis des Acetylcholins im 
Zellüberstand der humanen Endothelzellen wird bewiesen, dass HUVECs in der Lage 
sind Acetylcholin zu produzieren. Dies wurde auch schon in anderen Studien gezeigt 
(Kawashima K, 1990). Um diese Feststellung zu stützen, wurde das Enzym Cholin-
Acetyltransferase in humanen Endothelzellen immunhistologisch nachgewiesen. Diese 
Erkenntnis deckt sich mit den Beschreibungen des Enzyms in weiteren Arbeiten 
(Kirkpatrick CJ, 2001).  
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Somit wird in der hier vorliegenden Arbeit die These gestützt, dass das in humanen 
Endothelzellen produzierte Acetylcholin cholinerge Rezeptoren und deren Rezeptor-
Subtypen im Rahmen eines autokrinen endothelialen cholinergen Systems beeinflusst 
und mit an der Steuerung der Angiogenese beteiligt ist. Im Hinblick auf die Einordnung in 
einen physiologischen Kontext darf angenommen werden, dass dieses autokrine 
endotheliale cholinerge System ein Teil des non-neuronalen cholinergen Systems ist, 
welches schon in anderen Organen und Zelltypen nachgewiesen wurde (Beckmann J, 
2013, Sastry BV, 1978, Wessler I, 1995, Wessler I, 2008). 
Schon in mehreren Arbeiten wurde gezeigt, dass humane Endothelzellen über 
verschiedene cholinerge Rezeptortypen verfügen (Gaertner C, 2012, Heeschen C, 2002, 
Boulanger CM, 1994), wobei nicht alle bekannten Subtypen in humanen Endothelzellen 
zu finden sind. So ließen sich weder der α2-, der α4, der γ- noch der δ-Subtyp des 
nicotinergen Acetylcholinrezeptors in Endothelzellen nachweisen (Wu JC, 2009). 
Die Frage, ob nicotinerge Acetylcholinrezeptoren über ihre verschiedenen Liganden 
Angiogenese beeinflussen können, wurde dabei schon mehrfach kontrovers diskutiert.  
Die teilweise stark divergierenden Forschungsergebnisse wurden dabei bisher 
unterschiedlich interpretiert und werden im Folgenden berücksichtigt. 
In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass eine nicht-rezeptorspezifische Wirkung von 
Acetylcholin an den cholinergen Rezeptoren (ohne Ausschaltung bestimmter Rezeptor-
Subtypen) nahezu keinen Effekt auf die Kapillarbildung beziehungsweise auf die 
Angiogenese hat. Werden jedoch die verschiedenen Subtypen der nicotinergen 
Acetylcholinrezeptoren (nAChR) durch die entsprechenden Antagonisten blockiert, so 
lässt sich unter der Wirkung an den muscarinergen Acetylcholinrezeptoren (mAChR) eine 
gesteigerte Komplexität des Kapillarnetzwerks (siehe Abbildung A, Seite 41, eine 
gesteigerte Kapillarlänge (siehe Abbildung B, Seite 42) sowie eine gesteigerte Zellzahl 
(siehe Abbildung E, Seite 45) beobachten. Bei einer über nicotinerge 
Acetylcholinrezeptoren (nAChR)-vermittelten Wirkung des Acetylcholins (also unter 
Ausschaltung muscarinerger Rezeptortypen) zeigt sich ein umgekehrtes Bild. Unter 
Minderung der Re-Synthese von Acetylcholin durch eine Wiederaufnahme-Hemmung 
des Cholins mittels Hemicholinium-3 zeigt sich ebenfalls eine Veränderung in der Bildung 
des Kapillarnetzwerks, ähnlich dem Effekt der selektiven Wirkung der muscarinergen 
Rezeptoren. Während sich die Wirkungen des Acetylcholins vermittelt über verschiedene 
Rezeptortypen unter kontrollierten Bedingungen auszugleichen scheinen, besteht doch 
weiterhin die Möglichkeit von sowohl Angiogenese-fördernden wie –hemmenden 
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Effekten durch unterschiedliche Rezeptorexpression und –kinetik im endothelialen 
Mikromilieu. Außerdem lässt sich nicht abschließend klären, ob die verschiedenen 
Rezeptortypen über eine intrinsische Aktivität verfügen. Daraus kann durchaus die 
Möglichkeit abgeleitet werden, dass humane Endothelzellen einen cholinergen Impuls für 
die Ausreifung eines Kapillarnetzwerkes benötigen. Insgesamt festigen die hier 
vorliegenden Ergebnisse die Hypothese, dass humane Endothelzellen über ein 
autokrines cholinerges System verfügen, welches über unterschiedliche cholinerge 
Rezeptoren Angiogenese reguliert. Diese Mechanismen scheinen sich unter 
kontrollierten Bedingungen auszugleichen.  
Betrachtet man die teilweise recht unterschiedlichen Resultate vergangener 
Forschungsarbeiten, müssen die verschiedenen Versuchsanordnungen berücksichtigt 
werden, die in diesen Arbeiten Anwendung fanden. So wurden zum Teil mehrere Stimuli 
gleichzeitig verwendet, wie z.B. eine in vivo künstlich erzeugte Ischämie mit zusätzlicher 
Stimulation durch Nicotin (Heeschen C, 2002). In einer anderen Versuchsanordnung 
wurden die Zellen in vitro während der gesamten Kultivierungszeit mit Nicotin stimuliert 
(Gaertner C, 2012). Hier muss der Effekt beachtet werden, dass eine dauerhafte 
Stimulation des nicotinergen Acetylcholinrezeptors zur einer Desensitisierung führen 
kann (Katz B, 1957, Quick MW, 2002). Andere Autoren wiederum nutzten eine wesentlich 
kürzere Stimulationszeit (Park YJ, 2008). Im Hinblick auf eine mögliche Beeinflussung 
der Angiogenese durch diese Rezeptoren wurde meist Nicotin als Ligand verwendet. Bei 
der Stimulation durch Nicotin wurde häufig ein proangiogenetischer Effekt beobachtet 
(Yu M, 2011), z.B. vermehrte endotheliale Proliferation und Kapillarausbildung. Diese 
wies jedoch häufig Merkmale einer pathologischen Angiogenese auf (Lee J, 2012). Dazu 
passt die Beobachtung in der Arbeit von Gaertner et al. (Gaertner C, 2012), wo eine durch 
Nicotin stimulierte Angiogenese eher verkürzte Kapillare und eine insgesamt geringere 
Komplexität des Kapillarnetzwerks hervorbrachte. Ein proangiogenetischer Effekt mit 
Merkmalen einer pathologischen Angiogenese durch Nicotin konnte auch in 
Tumormodellen beobachtet werden (Zhu BQ, 2003). Insgesamt überwiegt in den meisten 
Arbeiten ein proangiogenetischer Effekt, welcher hauptsächlich über den α7-Subtyp des 
nicotinergen Acetylcholinrezeptor gesteuert wird (Lee J, 2012). In den genannten 
Arbeiten wurde jedoch stets Nicotin als exogen zugeführter Ligand verwendet, was nicht 
dem physiologischen Transmitter der cholinergen Rezeptoren entspricht und somit auch 
die mögliche Wirkung der muscarinergen Acetylcholinrezeptoren innerhalb eines 
möglichen cholinergen Systems außer Acht lässt. Zudem muss davon ausgegangen 
Diskussion 53 
 
werden, dass das von den Endothelzellen endogen produzierte Acetylcholin ebenfalls 
weiterhin wirksam ist. 
Die Ergebnisse dieser Studie unterscheiden sich somit in mehreren Punkten von 
vorangegangenen Arbeiten. Dies lässt sich jedoch unter anderem durch die 
verschiedenen Versuchsanordnungen und deren Auswirkungen mit erklären. So wurde 
in dieser Studie der physiologische Ligand Acetylcholin verwendet, welcher rasch durch 
die Acteylcholinesterase abgebaut wird und damit in seiner Wirkdauer an den Rezeptoren 
entsprechend limitiert ist. Im Vergleich dazu beträgt die Halbwertszeit von Nicotin 30 min 
bis zu 2 h. Wie schon erwähnt induziert Nicotin zudem eine dauerhafte Stimulation an 
den Rezeptoren. Darüber hinaus unterscheidet sich die Affinität von Nicotin an den 
verschiedenen Subtypen des nicotinergen Acetylcholinrezeptors (siehe Tabelle 6, Seite 
53) und auch im Vergleich von Nicotin zu Acetylcholin gibt es Unterschiede in der 
Rezeptoraffinität. 
 
nACh-R-Subtyp       Kis (nM) 
α2/β4 9900  
α3/β2 14  
α3/β4 187  
α/β2 1 
Tabelle 6: Affinität von Nicotin an den nACh-R-Subtypen (Xiao Y, 2004) 
 
So kann die Dauer der Stimulation durch die Bindung eines Liganden an seinen Rezeptor 
erhebliche Auswirkungen auf den intrazellulären Signalweg des Rezeptorproteins haben 
und diesen komplett verändern. 
Wie bereits erwähnt wurden in der Versuchsanordnung von Heeschen et al. (Heeschen 
C, 2002) Nicotin sowie Hypoxie/Ischämie als kombinierter Stimulus unter in vivo-
Bedingungen verwendet. Hypoxie und Ischämie kombiniert sind dabei ein starker Impuls 
für die Freisetzung von VEGF. Dieser mag durch die zusätzliche Gabe von Nicotin noch 
verstärkt werden. Zusätzlich werden generell nach einer Hypoxie oder Ischämie weitere 
Vorgänge wie Katecholaminausschüttung und Prostaglandinfreisetzung beobachtet. 
Diese Effekte nehmen ebenfalls Einfluss auf Angiogenese und können eine nicotinerge 
Wirkung sogar überdecken. Es sollte also bedacht werden, dass die Stimulation der 
Angiogenese über eine Vielzahl von Signalwegen stattfindet, wobei die Induktion über 
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nicotinerge Acetylcholinrezeptoren unterschiedlichen Einfluss haben kann. Die 
proangiogenetische Wirkung von Nicotin über einen VEGF-gesteuerten Signalweg ließ 
sich auch in einem Tumormodell nachweisen (Shi D, 2012). Der proangiogenetische 
Effekt in der Studie von Heeschen et al. (Heeschen C, 2002) wurde über den α7-Subtyp 
der nAChR beobachtet. In der hier vorliegenden Arbeit wurden anti- und 
proangiogenetische Effekte abhängig von der Aktivierung verschiedener Rezeptor-
Subtypen festgestellt. So war der antiangiogenetische Effekt durch alle nAChR-Subtypen 
gesteuert. In Übereinstimmung mit Heeschen et al. wurde beobachtet, dass eine 
Stimulation durch Acetylcholin bevorzugt über den α7-Subtyp des nAChRs bei 
gleichzeitiger Hemmung der mAChR durch Atropin sowie Blockierung der α3/β2-, α4/β2-
Subtypen durch Dihydro-β-Erythroidin zu einer gesteigerten Kapillarlänge führte (siehe 
Abbildung B, Säule acht, Seite 42). Umgekehrt ließ sich jedoch keine verringerte 
Kapillarlänge beobachten, wenn der α7-Subtyp des nAChR durch α-Bungarotoxin 
blockiert war (siehe Abbildung B, Säule sechs, Seite 42). Dies lässt den Schluss zu, dass 
ein weiterer Rezeptor-Subtyp des nAChR proangiogenetisch involviert sein muss. Dieses 
Ergebnis deckt sich mit der Beobachtung, dass das Verhältnis von Abzweigung zur 
Kapillarlänge während der Blockierung des α7-Subtyps des nAChR durch α-
Bungarotoxin vermindert war (siehe Abbildung C, Säule sechs, Seite 43). Somit lässt sich 
auch in dieser Arbeit dem α7-Subtyp des nAChR, passend zu schon vorliegenden 
Forschungsergebnissen, ein proangiogenetischer Effekt zuordnen.  
Bei der Blockierung des α4/β2-Subtyps des nAChR durch Lobelin-Hydrochlorid ließ sich 
nahezu kein Effekt auf die endotheliale Angiogenese beobachten. Das Vorhandensein 
einer α4-Untereinheit in Endothelzellen ist zudem umstritten, so dass ein Effekt am 
ehesten mit der β2-Untereinheit des Subtyps in Verbindung zu bringen wäre. Wurden alle 
Subtypen der nAChR stimuliert, indem alle mAChR durch Atropin gehemmt wurden 
(siehe Abbildung B, Säule vier, Seite 42), ließ sich eine verminderte Kapillarlänge 
beobachten. Das lässt vermuten, dass manche Subtypen des nAChR zu einer 
gesteigerten Kapillarlänge führen, während andere diese vermindern. 
Darüber hinaus ließ sich durch die Wirkung von Acetylcholin als Stimulation aller 
Subtypen des nAChR eine reduzierte Anzahl von Abzweigungen beobachten (siehe 
Abbildung D, Säule vier, Seite 44). Eine gleichzeitige Blockierung der α3/β2- und α4/β2-
Untereinheiten enthaltenden Subtypen durch Dihydro-β-Erythroidin hingegen verhinderte 
den Acetylcholin-Effekt. Hier darf angenommen werden, dass die α2-Untereinheit oder 
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die β2-Untereinheit über den nicotinergen Acetylcholinrezeptor für die verminderte 
Ausbildung von Abzweigungen an den Kapillaren verantwortlich ist.  
Die unterschiedlichen Ergebnisse in den verschiedenen Forschungsarbeiten der 
vergangenen Jahre zur nicotinergen Stimulation der Angiogenese könnten somit auf das 
Vorhandensein der verschiedenen Subtypen des nicotinergen Acetylcholinrezeptors und 
unterschiedliche Interaktionen zurückgeführt werden. So zeigte z.B. die Arbeit von Wu et 
al. (Wu JC, 2009), dass sich die Wirkung des α7-Subtyps und des α9-Subtyps des 
nicotinergen Acetylcholinrezeptors antagonistisch verhalten. 
In dieser Arbeit lag der Schwerpunkt auf der Untersuchung der Wirkung des 
physiologischen Liganden Acetylcholin an seinen Rezeptoren. Es konnte gezeigt werden, 
dass humane Endothelzellen unter in vitro-Bedingungen Acetylcholin produzieren und 
zudem das entscheidende Enzym für die Re-Synthese des Moleküls, die Cholin-
Acetyltransferase, von den Zellen exprimiert wird. Des Weiteren wurde eine Wirkung von 
Acetylcholin auf endotheliale Angiogenese beobachtet. Somit darf angenommen werden, 
dass HUVECs über ein non-neuronales autokrines cholinerges System verfügen und das 
eine cholinerge Stimulation über mAChRs eine gesteigerte Kapillarlänge und Komplexität 
des Kapillarnetzwerkes sowie eine gesteigerte Zellzahl zur Folge hat. Bezüglich der 
nAChRs wurden ebenso pro- wie antiangiogene Effekte beobachtet. So zeigte sich 
abhängig vom Subtypen des nAChRs eine geringere Komplexität des Kapillarnetzwerks 
(α3/β2- und α4/β2-Untereinheit) mit weniger Abzweigungen (α3/β2- und α4/β2-
Untereinheit) bei teilweiser gesteigerter (α3/β2-Untereinheit) oder geringerer (α4/β2-
Untereinheit) Kapillarlänge. Waren alle nAChRs stimuliert und somit alle mAChRs 
blockiert, so zeigte sich insgesamt eine geringere Kapillarlänge mit weniger 
Abzweigungen sowie eine geringere Komplexität des Kapillarnetzwerkes. Wurde nur der 
α7-Subtyp des nAChR blockiert, bildeten sich längere Kapillare mit weniger 
Abzweigungen bei ebenfalls geringerer Komplexität des Kapillarnetzwerkes. Insgesamt 
darf somit angenommen werden, dass dieser autokrine Mechanismus über den Liganden 
Acetylcholin und seiner Wirkung an den cholinergen Rezeptoren humaner Endothelzellen 
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Hintergrund: Die Angiogenese ist entscheidend an wichtigen physiologischen 
Prozessen wie Wachstum, Reproduktion oder Heilung beteiligt. Jedoch spielt sie auch 
bei der Pathogenese spezifischer Erkrankungen eine wichtige Rolle. Bis jetzt ist der 
komplexe Mechanismus der physiologischen Angiogenese nur unzureichend 
verstanden. So wird angenommen, dass humane Endothelzellen über eine autokrine 
cholinerge Regulation Angiogenese physiologisch beeinflussen und dass dies Teil des 
non-neuronalen cholinergen Systems ist. 
 
Fragestellung: Sind humane Endothelzellen in der Lage Acetylcholin zu produzieren? 
Beeinflusst dieser endogene Ligand über cholinerge Rezeptoren physiologisch 
Angiogenese und ist dies Teil des non-neuronalen cholinergen Systems? 
 
Methoden: Humane Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) wurden 5 Tage bis 
zu einer 80%igen Konfluenz kultiviert und anschließend auf ein in vitro Angiogenesis 
Assay (Matrigel) aufgebracht. Nach ca. 18 h Inkubation konnte die Ausbildung eines 
Kapillarnetzwerkes beobachtet werden, welches mittels festem Schema bewertet wurde. 
Während der gesamten Inkubation erfolgte entweder die Hemmung der 
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Acetylcholinesterase mittels Eserin-Hemisulfat zur Steigerung der 
Acetylcholinkonzentration oder die Blockierung des Re-Uptakes des Cholins zur Senkung 
der Acetylcholinkonzentration mittels Hemicholinium-3. Zur Untersuchung der 
verschiedenen Rezeptoren erfolgte stets die Stimulation mit Eserin-Hemisulfat sowie 
abhängig davon welche Rezeptoren untersucht werden sollten, die Hemmung der 
muscarinergen Acetylcholinrezeptoren (mAChR) durch Atropin oder die Hemmung der 
nicotinergen Acetylcholinrezeptoren (nAChR) durch Mecamylamin. Zur Sub-
Spezifizierung der nACh-Rezeptoren erfolgte jeweils die Zugabe von Eserin-Hemisulfat 
zur Steigerung der Acetylcholinkonzentration, von Atropin zur Blockierung der 
muscarinergen Acetylcholinrezeptoren und zur Blockierung der jeweiligen Sub-Typen 
des nicotinergen Acetylcholinrezeptors, entweder α-Bungarotoxin (Blockierung α7-
Untereinheit), Lobelin-Hydrochlorid (Blockierung α4/β2-Untereinheit) oder Dihydro-β-
Erythroidin (Blockierung α3/β2-Untereinheit und α4/β2-Untereinheit). Zur Quantifizierung 
der Acetylcholinkonzentration aus dem Zellüberstand kam ein kolorimetrisches 
Nachweisverfahren zur Anwendung. Des Weiteren wurde eine immunhistologische 
Färbung zum Nachweis der Cholin-Acetyltransferase (ChAT) durchgeführt. 
 
Ergebnisse: Durch Hemmung der Acetylcholinesterase mittels Eserin-Hemisulfat konnte 
mittels kolorimetrischem Nachweisverfahren eine signifikant erhöhte 
Acetylcholinkonzentration im Zellüberstand beobachtet werden. Des Weiteren wurde 
mittels immunhistologischer Färbung das Enzym Cholin-Acetyltransferase (ChAT) 
nachgewiesen. 
Bei Blockierung der verschiedenen Rezeptoren bei gleichzeitig gesteigerter 
Acetylcholinkonzentration fiel bei der Hemmung der nAChR und Stimulation über die 
mAChR eine signifikant gesteigerte Komplexität des Kapillarnetzwerks, eine gesteigerte 
Kapillarlänge sowie eine gesteigerte Zellzahl auf. Dies zeigte sich bei der Wirkung nur 
über die nicotinergen Acetylcholinrezeptoren (nAChR) umgekehrt. Eine Hemmung der 
mAChR sowie α3/β2- und α4/β2-Subtypen des nAChR durch Dihydro-β-Erythroidin bei 
bevorzugter Stimulation über den α7-Subtyp führte zu einer gesteigerten Kapillarlänge. 
Wurde der α7-Subtyp des nAChR jedoch durch α-Bungarotoxin blockiert, führte dies nicht 
zu einer verkürzten Kapillarlänge. Bei der Blockierung des α4/β2-Subtyp des nAChR 




Schlussfolgerung: Insgesamt darf aus diesen Ergebnissen geschlossen werden, dass 
humane Endothelzellen Acetylcholin produzieren und über die entsprechenden Enzyme 
zur Herstellung und zum Abbau des Transmitters verfügen. Sie beeinflussen über diesen 
endogenen Liganden mittels cholinerger Rezeptoren die Angiogenese. Der Effekt scheint 
sich bei Stimulation aller cholinerger Rezeptoren auszugleichen.  
Werden nur die mAChR mittels Acetylcholin stimuliert hat dies eine gesteigerte 
Kapillarlänge, eine gesteigerte Komplexität des Kapillarnetzwerkes sowie eine 
gesteigerte Zellzahl zur Folge. Bei Stimulation aller nAChRs und Blockierung der 
mAChRs, zeigt sich insgesamt eine geringere Kapillarlänge mit weniger Abzweigungen. 
Abhängig vom Subtyp der nAChR bildet sich eine geringere Komplexität des 
Kapillarnetzwerks mit weniger Abzweigungen bei teilweiser gesteigerter oder geringerer 
Kapillarlänge aus. Wird der α7-Subtyp des nAChR blockiert, bildeten sich signifikant 
längere Kapillaren mit signifikant weniger Abzweigungen. Insgesamt ist dieser autokrine 
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